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RESUMO

ATIVIDADE GASTROPROTETORA E ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
SECO DAS FLORES DE MATRICARIA RECUTITA (CAMOMILA) E DO ALFA-
BISABOLOL: POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO. Suzana Barbosa Bezerra.
Orientador(a): Nadia Accioly Pinto Nogueira. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Departamento de Farmdicia, Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem, Universidade Federal do Ceara, 2009.

Matricaria recutita, conhecida popularmente como camomila, ¢ uma espécie vegetal
utilizada na medicina devido as suas propriedades sedativa, antiinflamatéria e cicatrizante,
entre outros. O alfa-bisabolol, um sesquiterpeno presente em seu Oleo essencial, também
possui varias atividades farmacologicas reconhecidas. Neste trabalho foram avaliadas as
atividades gastroprotetora, antioxidante, antimicrobiana e citotoxica do extrato seco das
flores de camomila (ESFC) e do alfa-bisabolol (BISA). Na atividade gastroprotetora, o
ESFC nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg, via oral, reduziu significativamente em 78, 68 ¢ 89
%, respectivamente (p<0,001) as lesdes gastricas induzidas por etanol (1,0 mL/animal) em
ratos. BISA também inibiu a formag¢ao de ulceras induzidas por etanol, mas somente nas
doses 50 e 100 mg/Kg (87% e 96%, respectivamente). O mecanismo de gastroprotecdo do
BISA nas lesdes géstrica induzidas por etanol em ratos foi avaliado na dose de 100 mg/Kg.
O pré-tratamento com o antagonista do 6xido nitrico (L-NAME) e com um inibidor das
prostaglandinas (indometacina) ndo bloqueou efetivamente o efeito gastroprotetor do
BISA, mas o pré-tratamento com glibenclamida, um inibidor dos canais K " atp, reduziu
significativamente (p<0,05) o efeito gastroprotetor de BISA. Esses resultados mostram que
BISA pode reduzir os danos da mucosa gastrica induzidos por etanol através do
mecanismo de ativagio dos canais K'arp. Na avaliagio do potencial antioxidante
mensurado através do teste do DPPH, tanto ESFC quanto BISA nao apresentaram
atividade seqiiestradora de radicais livres. O método de difusdo em agar foi usado para
determinar o potencial antimicrobiano do ESFC e do BISA sobre cepas microbianas
originarias da ATCC e de origem hospitalar. O ESFC nao foi capaz de inibir o crescimento
de nenhuma das cepas de bactérias testadas e determinou apenas uma pequena inibicao
para a levedura C. albicans na concentragdo de Smg/mL. BISA inibiu o crescimento de S.
aureus ATCC 6538, C. albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae ¢ Acinetobacter
balmanii até nas concentragdes de 0,0625, 0,0625, 4 e 4 mg/mL, respectivamente. A maior
atividade antimicrobiana de BISA foi demonstrada sobre a bactéria Gram-positiva S.
aureus ATCC 6538, com uma CIM de 1mg/mL e CLM maior que 1mg/mL. Para as
demais cepas testadas, as CIM e CLM de ESFC e de BISA foram maiores que Img/mL. A
partir dos resultados obtidos, foi realizada a avaliagdo da citotoxicidade do ESFC e do
BISA. Neutrofilos humano foram isolados e receberam ESFC e BISA (1,5,10,50 ¢ 100
ug/mL), onde ESFC se mostrou citotoxico em todas as doses testadas, enquanto que o
BISA s6 nao apresentou atividade citotoxica na dose de 5 pg/mL.Os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem que ESFC e BISA possuem atividade gastroprotetora em lesdes
gastricas induzidas por etanol, onde o mecanismo de ag¢do do BISA parece estar
relacionado com a ativacao dos canais K" atp. Entretanto, ndo foi possivel determinar a
atividade antioxidante das duas drogas teste através do teste do DPPH. O melhor resultado
para a atividade antimicrobiana do BISA foi demonstrada para a bactéria S. aureus ATCC
6538, com CIM de 1mg/mL, também sendo demonstrada atividade citotoxica para essa
mesma substancia.
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ABSTRACT

GASTROPROTECTIVE AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF MATRICARIA
RECUTITA (CAMOMILA) FLOWER EXTRACT AND ALPHA-BISABOLOL:
POSSIBLE MECHANISMS OF ACTION. Suzana Barbosa Bezerra. Superviser: Nadia
Accioly Pinto Nogueira. Pos-gradution Program in Pharmaceuticals Science of the
Pharmacy Departament, Faculty of Pharmacy, Dentistry and Nursing, Federal University
of Ceara, 2009.

Matricaria recutita, commonly known as chamomile, is a plant species used in medicine
due to its sedative properties, anti-inflammatory and healing, among others. Alpha-
bisabolol, a sesquiterpene present in essential oil, also has several pharmacological
activities recognized. This work evaluated the gastroprotective activity, antioxidant,
antimicrobial and cytotoxic activities from chamomile dried flowers extract (CDFE) and
alpha-bisabolol (BISA). Gastroprotective activity for ESFC at doses 100, 200 and 400 mg /
kg, orally, significantly reduced in 78, 68 and 89% respectively (p <0.001) gastric lesions
induced by ethanol (1.0 mL / animal). BISA also inhibited the formation of ulcers induced
by ethanol, but only at doses 50 and 100 mg / kg (87% and 96%, respectively). The
mechanism of gastroprotective the BISA in gastric lesions induced by ethanol in rats was
evaluated at a dose of 100 mg / kg. The pre-treatment with the antagonist of nitric oxide
(L-NAME) or antagonist of prostaglandins (indomethacin) did not blocked effectively of
BISA, but the pretreatment with glibenclamide, an inhibitor of K" atp channels, reduced
significantly (p <0.05) the gastroprotective effect of BISA. These results indicate that
BISA can reduce the damage of gastric mucosa induced by ethanol through the mechanism
of activation of K stp channels. To evaluate the antioxidant potential measured by the
DPPH test, both as ESFC and BISA showed no scavenging activity of free radicals. The
method of agar diffusion was used to determine the antimicrobial potential of ESFC and
BISA on microbial strains originating from ATCC and hospital origin. The ESFC was not
able to inhibit the growth of any of the bacterial strains tested and required only a small
inhibition for the yeast C. albicans at a concentration of 5 mg / mL. BISA inhibited the
growth of S. aureus ATCC 6538, C. albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae and
Acinetobacter balmanii at concentrations of 0,0625, 0.0625, 4 and 4 mg / mL, respectively.
The highest antimicrobial activity of BISA was demonstrated against Gram-positive S.
aureus ATCC 6538, with an MIC of 1mg/mL and MLC greater than Img/mL. For the
other strains tested, the MIC and the CLM ESFC and BISA were greater than 1mg per mL.
From the results obtained was performed to evaluate the cytotoxicity of ESFC and BISA.
Human neutrophils were isolated and were ESFC and BISA (1,5,10,50 and 100 mg / mL),
where ESFC proved cytotoxic at all doses tested, while the BISA not only showed
cytotoxic activity at dose of 5 mg / mL. The results of this study suggest that ESFC and
BISA have gastroprotective activity in gastric lesions induced by ethanol, where the
mechanism of action of BISA seems to be related to activation of K'arp channels.
However, it was not possible to determine the antioxidant activity of two drugs test by the
DPPH test. The best result for the antimicrobial activity of BISA was demonstrated for the
bacteria S. aureus ATCC 6538, with MIC Img/mL also being demonstrated cytotoxic
activity for that substance.

Keywords: Matricaria recutita, Chamomille, Chamomille dried flowers

extract, Gastroprotection, Alpha-bisabolol, Antimicrobial activity.
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INTRODUCAO
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1.1 Produtos Naturais

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo ¢ conhecida com precisdo, tal a
sua complexidade. Calcula-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies, entre
plantas, animais e microorganismos. O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total
estimado entre 350.000 e 550.000 espécies (SIMOES, 2003). A exploragio deste recurso
vegetal pode levar a identificacdo de metabolitos secundarios valiosos que podem servir
como fitofarmacos ou conduzir ao desenvolvimento de novos farmacos semi-sintéticos ou

sintéticos.

Esse imenso patrimonio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na
atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em vdrias atividades, mas ¢ no campo
do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade. O
mercado mundial desse grupo de drogas atinge varios bilhdes de doélares. Estima-se que
40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes
naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Somente no periodo
entre 1983-1994, das 520 novas drogas aprovadas pela agéncia americana de controle de
medicamentos e alimentos (FDA), 220 (39%) foram desenvolvidas a partir de produtos
naturais. Além disso, um ter¢o dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foi
desenvolvido a partir de produtos naturais. No caso das drogas anticancerigenas e dos

antibioticos, por exemplo, esse percentual atinge cerca de 70% (CALIXTO, 2003).

Existem, todavia, problemas que dificultam o aproveitamento da biodiversidade
para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre alguns fatores, podemos citar:
falta de leis especificas para o acesso a biodiversidade; grande complexidade das
moléculas isoladas a partir de produtos naturais, que as vezes dificulta sua sintese; o tempo
necessario para o descobrimento de moléculas lideres as vezes ¢ longo; a descoberta pode
ser dispendiosa; poucas bibliotecas de compostos naturais estdo disponiveis; existem
poucas informagdes com relagdo a estrutura-atividade desses compostos; freqiientemente,
moléculas ja conhecidas com pouco interesse, sdo isoladas de produtos naturais

(CALIXTO, 2003).
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As plantas medicinais s3o um dos poucos recursos terapéuticos disponiveis para
a maioria da populacdo latino-americana, que as utiliza para tratar as mais diferentes
patologias (LAPA & LIMA, 1997). O interesse em plantas medicinais cresceu bastante,
fazendo com que industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa tenham como alvo as
plantas, na busca de novos farmacos (EVANS, 1996). Assim, o interesse e
conseqiientemente os investimentos da industria farmacéutica tém crescido de maneira
expressiva nesta area (BORRIS, 1996; TURNER, 1996). Isto ¢ devido em parte ao
reconhecimento do valor das farmacopéias tradicionais e indigenas e a incorporacdo de

alguns derivados de plantas na terapéutica (ELVIN-LEWIS, 2001).

Os produtos naturais sdo considerados uma fonte de inovagdo na busca de
novas drogas. Desempenham um importante papel no entendimento e descoberta das vias
metabolicas celulares, o que ¢ essencial no processo de descoberta de novos farmacos.
Muitas vezes, substancias que tem origem natural sdo precursoras de compostos que
podem ser utilizadas como drogas ou como ferramentas bioquimicas no entendimento da

fisiopatologia das doengas (GULLO et al., 2006) .

A descoberta de novos farmacos, ou de farmacos acessiveis, pode determinar a
melhoria da qualidade de vida de portadores de doencas cronicas ou, até mesmo, a propria
sobrevivéncia desses pacientes. Socialmente, a descoberta de fontes naturais de compostos
quimicos usualmente importados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos de fabricagao
nacional, podem ter conseqiiéncias econdmicas significativas, além de possibilitar a

autonomia de cada pais no gerenciamento de suas politicas de satde.

1.2. Terpenos e suas atividades bioldgicas

Os terpenos distribuem-se amplamente na natureza, sendo encontrados em
abundancia nas plantas superiores. Além dos vegetais, alguns fungos e organismos
marinhos sdo também uma fonte desses compostos. Sdo produtos naturais, onde sua
estrutura pode ser dividida em unidades de isopreno (Figura 01), por isso também podem

sdo conhecidos como isoprendides.
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CH3

CH2=C - CH = CH2

(CsHe)

Figura 01: Estrutura quimica do Isopreno

A classificagdo dos terpenos ¢ feita pelo nimero de ligagdes de unidades de
isopreno, onde o numero de unidades incorporadas em determinado terpendide
hidrocarbdnico insaturado serve de base para esta classificagdo. Os monoterpenos sio
compostos de duas unidades, tem a férmula molecular C;oH;¢. Os sesquiterpenos contém

trés unidades e sua formula molecular é CsH,4 (ROBBERS et al., 1997).

As fungdes bioldgicas dos terpenos ainda ndo foram completamente
investigadas. Muitas plantas produzem terpenos volateis para atrair insetos para
polinizagdo e por outro lado para afastar certos animais que utilizam essas plantas como
alimento. Terpenos menos volateis, mas com forte sabor amargo também protegem as
plantas de servirem como alimentos para os animais. Por ultimo, os terpenos tem um papel
importante como compostos sinalizadores ou fatores de crescimento (fitormdnios) de

plantas (BREITMAIER, 2007).

A atividade antiinflamatoria dos terpenos tem sido demonstrada em alguns
estudos. De acordo com Talhouk et al., (2007), o extrato metandlico das raizes de
Taraxacum officinale contém sesquiterpenos que inibem o leucotrieno B4, formado pela
estimulagdo de neutrofilos humano. O triptolide, um diterpeno isolado da Tripterygium
wilfordii, inibe a ativagdo de linfocitos, transcrigdo de IL-2 em células T e a atividade de

NF-«kB.
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Viarios terpenos foram isolados e avaliados quanto a sua toxicidade frente aos
insetos. Os monoterpenos de estrutura relativamente simples como o limoneno, mirceno e
a 1,2-epoxi-pulegona exercem fungdes de protecdo as plantas que os produzem.
Aparentemente essa acdo inseticida seria decorrente da inibi¢do da acetilcolinesterase nos
insetos. A grande maioria dos trabalhos na literatura que se referem a terpendides
superiores, fazem referéncias a observacao de atividades como inibidores ou retardadores
de crescimento, danos na maturacdo, reducdo da capacidade reprodutiva, supressores de
apetite, podendo levar os insetos a morte por inani¢do ou toxicidade direta (VIEGAS

JUNIOR, 2003).

Togashi et al., (2008) sugerem que as atividades atividade antinflamatoria e
amplo espectro de atividade antibacteriana do o6leo essencial de Melaleuca alternifolia
estdo associadas a presenga de terpinen-4-ol, que é seu principal constituinte. O terpeno
farnesol, também presente nessa espécie, possui atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, cujo mecanismo de agdo envolve danos na membrana celular desta
bactéria. Eles mostraram que o farnesol, em associacdo com dois terpenos, geraniol e
geranilgeraniol, tem um efeito inibitério maior contra o microrganismo do que quando

utilizado sozinho

Os sesquiterpenos tém grande distribuicdo na natureza, formando a maior classe
dos terpenos. Entre os primeiros sesquiterpenos isolados de fontes naturais estdo o [3-
cadineno (do 6leo essencial de zimbro Juniperus communis L.) e o B-cariofileno (do 6leo
essencial de cravo-da-india, Syzygium aromaticum). Alguns sesquiterpenos ja foram
estudados e suas atividades farmacologicas sdo reconhecidas. A valeriana (Valeriana
officinalis), por exemplo, possui em sua composi¢do os sesquiterpenos acido valerémico,
acido valerendlico e acido acetoxivalerenolico, que juntamente com outras classes de
compostos, podem ser responsaveis por suas atividades ansiolitica e sonifera (ROBBERS

etal.,1997).

As atividades farmacologicas da Matricaria chamomilla sdo devidas a presenca
de varios grupos de substancias ativas, entre elas, os terpenos, que possuem uma grande
importancia. Nessa espécie, o camazuleno e o bisabolol sdo exemplos de terpenos
responsaveis principalmente pela atividade antiinflamatéria da planta, mas também, as

atividades antialérgica, antiespasmoédica, antibacteriana, antipirética, antitlcera e
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antifingica. A atividade espasmolitica da camomila ¢ atribuida aos 6xidos de bisabolol

(SZOKE et al., 2004; SRIVASTAVA; GUPTA, 2007).

1.3. Camomila (Matricaria recutita)

Matricaria recutita L. (Matricaria chamomilla, Chamomilla chamomilla e
Matricaria suaveolens), popularmente conhecida como camomila alemd ou camomila, é
uma erva popular, aromatica, pertencente a familia Asteraceac (SHIVANANDA et al.,
2007; SRIVASTAVA & GUPTA, 2007), de crescimento anual, podendo chegar até 1
metro de altura. Suas flores (Figura 02) apresentam-se em capitulos agrupados, sendo
centrais tubulosos amarelos e os laterais ligulados. E comum a ocorréncia desta espécie na
Europa e em algumas regides da Asia. No Brasil, é cultivada nos estados do centro-sul
(ALTERNATIVE MEDICINE REVIEW, 2008). Os capitulos florais sdo as partes da
planta usadas para fins terapéuticos (Figura 02), que sdo secos ao ar e conservados ao

abrigo da luz para manter suas propriedades (MATOS, 2007).

Figura 02: Flores da camomila (Matricaria chamomilla)
Fonte: www.wildflowers.co.il/images/320-pics/371.ipg, acessado em

02.06.2009.
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A camomila ¢ utilizada ha séculos na medicina tradicional como sedativo,
espasmolitico, antiinflamatorio, hepatoprotetora e cicatrizante. E usada comumente na
forma de cha, ingerido por via oral, sendo utilizada para mal-estar no estomago, ma-
digestao e nervosismo. Pode ser usada externamente para tratar hemorro6idas, feridas na
mucosa da boca e cicatrizes na pele (O’HARA et al., 1998; BABENKO; SHAKHOVA,
2005).

Diferentes espécies vegetais de uso medicinal sdo denominadas popularmente
de camomila (FETROW; AVILA, 2000, KUHN; WINSTON, 2000; ROTBLATT;
ZIMENT, 2002). Entre estas, destaca-se a camomila verdadeira ou camomila-dos-alemaes,
farmacognosticamente definida como sendo constituida pelas inflorescéncias de
Matricaria recutita L., Asteraceac (FETROW; AVILA, 2000; KUHN; WINSTON, 2000;
NEWALL, ANDERSON, PHILLIPSON, 2002; ROTBLATT, ZIMENT, 2002).
Freqiientemente, essa herbacea anual ¢ referida pela sinonimia cientifica, ou seja,
Chamomilla recutita (L.) Rauschert e Matricaria chamomilla L. (LORENZI; MATOS,
2002; NEWALL, ANDERSON, PHILLIPSON, 2002), e pode ser enquadrada na familia
Compositae, quando adotado o sistema de Engler (BARROSO, 1991).

Devido a sua importancia terapéutica, a camomila consta em diferentes
farmacopéias, a exemplo da BRITISH Herbal Pharmacopoeia (1983, 1996), BRITISH
Herbal Compendium (1992), EUROPEAN Pharmacopoeia (1992), PHARMACOPOEIA
Helvética (1993) e FARMACOPEIA Brasileira (1996), as quais apresentam caracterizagio
organoléptica, descricdo morfoldgica, analise qualitativa e quantitativa dos constituintes
quimicos, ensaios de pureza e doseamento de Oleo essencial para avaliagdo

farmacogndstica da matéria-prima e sues produtos derivados (DUARTE; LIMA, 2003).

O Ministério da Saude elaborou uma lista com 71 espécies vegetais com
potencial terapéutico para a orientacdo de pesquisas com plantas medicinais. A Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus) apresenta plantas
medicinais que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao SUS, onde a

Matricaria recutita faz parte desta listagem oficial (BRASIL, 2009).
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No Brasil, a Matricaria recutita L. foi introduzida pelos europeus ha mais de
100 anos. E uma planta medicinal com maior area de cultivo e com maior envolvimento de
pequenos produtores rurais. No pais produz-se o suficiente para o consumo interno, cerca
de 150 toneladas de capitulos florais por ano, e se a producdo aumentar e os capitulos
florais forem de boa qualidade, é possivel exportar esse produto, principalmente para a

Europa, onde ¢ grande o seu consumo (RAMOS et al., 2004).

Em um estudo feito por Branddo et al (1998), 28 amostras comerciais de
camomila foram analisadas para verificar se estdo de acordo com o preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (4* edi¢dao). Nessa analise, apenas na metade das amostras foram
detectados os constituintes ativos do oleo essencial. A auséncia destas substancias nas
amostras comerciais pode decorrer de processos de producdo e armazenagem inadequados.
De todas as amostras analisadas, somente uma, de origem finlandesa, apresentou-se dentro
dos padrdes de qualidade exigidos pelos codigos oficiais e pela literatura. A falta de
padronizacdo e qualidade das amostras brasileiras comprometem a importancia que as
plantas medicinais possam representar na saide publica brasileira e confirmam a

necessidade urgente da vigilancia de fitoterapicos.

Virios estudos com a camomila mostraram suas propriedades antiinflamatorias,
anti-mutagénica, diminuicdo dos niveis de colesterol (SRIVASTAVA; GUPTA, 2007),
atividade estrogénica, inibem aftas de estomatite e ulceras orais induzidas por metotrexato,
efeito antipruriginoso e anti-ulcerogénico (SHIVANANDA et al., 2007). Previne a
hiperglicemia e complica¢des do diabetes (KATO et al., 2008). Em estudo desenvolvido
por ASOLINI et al. (2006), os extratos aquosos ¢ ectanodlicos do cha de camomila

apresentaram atividade antioxidante no modelo de descoloracdo do -caroteno.

As flores da camomila possuem de 0,24 a 2,0% de 6leo essencial que possui
coloragdo azul. O 6leo essencial contém dois constituintes principais: o alfa-bisabolol e o
camazuleno, que correspondem a 50-65% do total de sua composi¢do. Outros componentes
do oleo incluem os 6xidos do bisabolol, farneseno, germacreno e outros sesquiterpenos
(CERUELOS-HERNANDEZ et al., 2002). O camazuleno, responsavel pela cor azul do
0leo, ¢ formado a partir da matricina durante o processo de destilagdo. A camomila
também contém em torno de 8% de glicosideos flavonicos (apigenina, apigenina 7-

glicosideo e seus derivados) e de flavondis (luteolina, quercetina, isohamnetina); 10% de
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mucilagens polissacaridicas; 0,3% de colina e aproximadamente 0,1% de cumarinas
(umbeliferona e herniarina). Os niveis de taninos sdo menores que 1% (ALTERNATIVE

MEDICINE REVIEW, 2008).

Os terpenos, bisabolol e camazuleno apresentam atividade antiinflamatoria,
antialérgica, antiespasmoddica, antibacteriana, antipirética, antiulcerogénica e antifingica.
Em estudos in vitro, o 6leo essencial atua como antibacteriano sobre algumas espécies de

Staphylococcus e Candida (O’HARA et al.,1998).

A anédlise em HPLC dos extratos aquoso e metandlico das flores secas da
camomila confirmam a apigenina 7-glicosideo como os seus maiores constituintes. E
demonstrada atividade anticancerigena em células cancerosas de prostata para esta
substancia (SRIVASTAVA; GUPTA, 2007). Apigenina 7-glicosideo (Figura 03) tem
efeito dose-dependente, inibe a irritagcdo da pele e € protetora de ulceras gastricas
induzidas por medicacdo, estresse e alcool. Possui atividade ansiolitica e efeito sedativo

em camundongos e relaxante em espasmos intestinais (O’HARA et al.,1998).

Figura 03: Estrutura quimica da apigenina

Fonte: MARCUCCI et al., 2007

A Matricaria recutita L. ¢ uma das mais representativas plantas medicinais. E
cultivada em varios paises porque hd um grande interesse na industria farmacéutica,

cosmética e de alimentos. Os capitulos florais de odor aromético sao drogas antigas que
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tem sido utilizada em terapias desde o século V a.C. (SARIC et al., 1997). Infusdes e 6leo
essencial dos capitulos dessecado ou fresco tem propriedades aromadtica, flavorizante e
corante. Ambos s3o utilizados em uma variedade de produtos comerciais, incluindo
sabonetes, detergentes, xampus, perfumes, logdes, 6leos, chas e outros (MATOS, 2007,

MCKAY; BLUMBERG, 2006; SCALIA et al., 1999).

Oleos essenciais que possuem em sua composi¢dio o azuleno, como por
exemplo, a oleo essencial da camomila, possuem atividade antiinflamatoria conhecida. B-
pineno, cariofileno, a-bisabolol e compostos sesquiterpénicos, que estdo presentes nos
6leos de Bupleurum fruticensces, Vanillosmopsis arborea e Copaifera reticulata também
possuem atividade antiinflamatoria (AMARAL, 2004).

A camomila (Matricaria recutita) também possui em sua composi¢ao

sesquiterpenos, sendo o mais conhecido o alfa-bisabolol, que possui atividade

farmacologica reconhecida e ¢ utilizado como antiinflamatério (ROBBERS et al.,1997).

1.4. Alfa-bisabolol, um sesquiterpeno presente nas flores

de camomila (Matricaria recutita)

O alfa-bisabolol (Figura 04) ¢ um alcool sesquiterpeno encontrado no oleo
essencial da camomila (Matricaria recutita) e de outras plantas, tais como: candeeiro
(Vanillosmopsis arborea Baker), arnica (Arnica amplexicaulis e Arnica chamissonis),
salvia (Salvia stenophylla) (LEITE et al., 2009; GOMES-CARNEIRO et al., 2005). Tem
sido utilizado numa grande variedade de produtos dermatolégicos e preparagdes
cosméticas, como logdes corporais, cremes pds-barba, produtos pods-sol e cremes para
bebés, devido as suas propriedades cicatrizantes, anti-irritante, antiinflamatoria e

antimicrobiana (DARRA et al., 2004).
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Figura 04: Estrutura quimica do Alfa-bisabolol
Fonte: CAVALIERI et al., 2004

Diversos estudos demonstram vérias atividades bioldgicas para o alfa-bisabolol:
atividade mutagénica/antimutagénica (GOMES-CARNEIRO et al., 2005), inibi¢cdo do
sistema P450 humano (GANZERA, SCHNEIDER, STUPPNER, 2006), induc¢dao da
apoptose em células de glioma (CAVALIERI et al., 2004), atividade cicatrizante
(VILLEGAS et al., 2002, ANDERSEN et al., 2006), protecao a toxicidade gastrica
induzida por acido acetilsalicilico (TORRADO et al., 1995), atividade antibacteriana
(BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003), inibicdo da degranulagdo de mastocitos
(MILLER et al, 1996) e atividade antiinflamatoria (JAKOVLEV; VON
SCHLICHTEGROLL, 1969).

Cavalieri et al., (2004) demonstraram que o alfa-bisabolol tem efeito citotoxico
dose-dependente nas células de glioma de ratos e humanos e nao induz a citotoxicidade em
células da astroglia normais, mesmo em condi¢des drdsticas de tratamento. Estudos
mostram a a¢do apoptotica seletiva do alfa-bisabolol sobre células malignas humanas e
células de glioblastoma. O alfa-bisabolol também foi capaz de promover a rapida morte,
através da via mitocondrial, de um dos tumores malignos mais importantes, o carcinoma
pancreatico. A baixa citotoxicidade do alfa-bisabolol frente aos fibroblastos sugere que no
futuro, possam ser obtidos compostos derivados dele, tteis na quimioterapia (DARRA et

al., 2008).
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Entre os antifungicos naturais, o alfa-bisabolol ¢ considerado como uma
possivel escolha, pois ¢ um inibidor nao-tdxico da biossintese do ergosterol. Podendo ser
usado como agente antifingico na sua forma pura e também como precursor no

desenvolvimento de novas drogas antifungicas (PAULI, 2006).

Estudos in vitro com o alfa-bisabolol indicam a inibi¢do de tulceras gastricas
induzidas por indometacina, etanol e estresse. A administragdo oral de extrato de camomila
em ratos, cujas doses utilizadas atingiam uma concentracao na faixa de 0,8 a 80 mg/kg de
bisabolol, demonstram efeito protetor em tulceras gastricas induzidas por &cido

acetilsalicilico (ALTERNATIVE MEDICINE REVIEW, 2008).

1.5. Ulcera péptica

Ulcera ¢ uma lesdo benigna da mucosa gastrica ou duodenal quando ha
exposicao do epitélio ao acido géstrico ou pepsina. Tanto as Ulceras do estdmago quanto
do duodeno sdo consideradas ulceras pépticas. A incidéncia das tlceras pépticas ¢ maior
nos homens do que nas mulheres (1,3:1), onde as ulceras duodenais ocorrem com maior
frequéncia em pessoas na faixa de 30-55 anos e as ulceras gastricas na faixa de 50-70 anos

(OLINDA et al., 2008).

A tulcera péptica e dispepsia gastrica associada ao uso de antiinflamatorios nao-
esteroidais (DAINES) e agentes anti-cancer sdo as duas maiores causas de adversidades
que afetam a qualidade de vida (LEITE et al., 2009). A supressdo da sintese de
prostaglandinas através de DAINES, como a indometacina, ocasiona o aumento do dano da

mucosa e Ulceras pépticas (BATISTA et al., 2004).

A protecdo da mucosa gastrica envolve alguns fatores como: a secre¢do de
pepsina, atividade das células parietais, fluxo sanguineo, regeneracdo celular e a presenca
de agentes protetores endogenos, como as prostaglandinas (BATISTA et al., 2004).
Fatores como estresse, fumo, ma nutricdo e¢ uso de antiinflamatorios nao-esteroidais
(DAINES) predispdem e aumenta a incidéncia de ulceras gastricas. (BARROS et al.,
2007).
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Evidéncias clinicas e resultados experimentais mostram que o estresse
oxidativo estd envolvido na maioria das patologias gastrintestinais, incluindo as ulceras
gastricas. Frutas e vegetais contém constituintes quimicos bioativos capazes reduzir o
estresse oxidativo, remover radicais livres e oferecer gastroprotegdo (OLINDA et al.,
2008). As espécies reativas de oxigénio geradas pelo metabolismo do 4cido araquiddnico,
plaquetas, macréfagos e células do musculo liso podem contribuir também para o dano na

mucosa (REPETTO; LLESUY, 2002).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produtos gerados pelo metabolismo
aerdbico e sabe-se que o seu acimulo ¢ um fator negativo, que aumenta devido ao estresse
e também pode ser visto como um mensageiro envolvido nas vias de transducao de sinal. O
peroxido de hidrogénio (H,0O,) € o principal e a mais importante forma estavel de EROs,
sendo formado através de diferentes mecanismos em diversos compartimentos celulares

(KOVACIK et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio sdo geradas por varios processos de oxi-
redu¢do que normalmente ocorrem no metabolismo de células aerdbicas. Estas espécies
sdo altamente reativas e danosas para as células. Se ndo eliminadas, podem causar danos
em moléculas importantes, como proteinas, DNA e lipidios. O excesso destas espécies esta
ligado ao desenvolvimento de véarias doengas cronicas, como o cancer, aterosclerose,
doencas do coragdo, reumatismo e desenvolvimento de doengas degenerativas, como o mal
de Alzheimer e Parkinson. Por conta disto, o interessa na busca de antioxidantes naturais
presentes em plantas e alimentos, que podem atuar removendo os radicais livres e inibindo

a peroxidacdo lipidica (REPETTO; LLESUY, 2002; TADIC et al., 2008)

As ulceracdes ocorrem quando hd um desequilibrio causado por aumento dos
fatores agressores ou por diminuicdo da resisténcia gastrica (SAIRAM et al., 2002).
Atualmente, o uso de agentes anti-secretorios como os inibidores da bomba de protons

representa uma opgao efetiva na terapia das ulceras (LEITE et al., 2009).

No estdmago, o alcool interfere na secre¢do de acido gastrico, um efeito
possivelmente mediado por histamina e gastrina. A mucosa gastrica ¢ a principal barreira

contra o acido gastrico e o etanol em altas concentragdes, que promove aumento da
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permeabilidade epitelial como conseqiiéncia de mudangas do potencial celular, causando

re-difusdo de ions H " (DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969).

Um dos maiores problemas no tratamento da tlcera gastrica ¢ o elevado indice
de recorréncia da doenga, o qual esta entre 40 ¢ 80%, além do que a maioria das drogas
utilizadas produz reagdes adversas. Por isso, a necessidade da busca de novos agentes

antitilceras (BARROS et al., 2006).

A terapia da ulcera utiliza drogas anticolinérgicas, antagonistas dos receptores
H2 da histamina e mais recentemente, inibidores da bomba de prétons. Nos ultimos anos,
tem havido crescimento no interesse em terapias alternativas e uso de produtos naturais,
especialmente os derivados de plantas. Os extratos de plantas sdo uma das principais fontes
de novas drogas e mostram resultados promissores no tratamento da tlcera gastrica

(FALCAO et al., 2008).

Muitos produtos derivados de plantas tém mostrado resultados promissores no
tratamento da ulcera géstrica, seja como fonte no desenvolvimento de novas substancias
com atividades farmacologicas ou como um produto adjuvante no tratamento desta doenca
(ARRIETA et al. 2003). Alguns compostos das plantas, como os flavondides, triterpenos e
taninos sdo reconhecidos como possiveis agentes contra a ulcera géstrica, atuando como

fator protetor ou aumentando a atividade antioxidante (REPETTO; LLESUY, 2002).

Apesar da flora mundial ndo estar completamente explorada no sentido de
acOes farmacoldgicas reconhecidas, algumas espécies sdo utilizadas na medicina popular.
Momordica charantia, Angelica archangelica, Carum carvi, Chelidonium majus, Iberis
amara, Matricaria recutita, Melissa officinalis, Mentha piperita, Silybum marianum,
Anthemis nobilis, Brassica oleracea, Matricaria chamomilla, Maytenus aquifolium,
Symphytum officinalis, Sorocea blomplandii, Zolernia ilicifolia ¢ Glycyrrhiza glabra sao
usadas no tratamento de ulceras gastricas e possuem atividade antiulcerogénica dose-
dependente, associada com redugdo acida e aumento da secrecdo de mucina, além de
produzirem um aumento na liberagdo de PGE2 e diminuicao dos leucotrienos (REPETTO;

LLESUY, 2002).
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Além do wuso popular, algumas plantas possuem suas propriedades
farmacologicas antiulcerogénicas reconhecidas. Baccharis illinita DC, uma planta
conhecida no Brasil como “chéa-ventura” ou “erva milagrosa”, possui atividade contra
ulcera géstrica através dos fatores de protecdo e redugdo da secre¢do do acido géstrico. Os
extratos hexanico e metanolico das folhas de Austroplenckia populnea (Reiss.). Lund, uma
planta do Cerrado do Brasil, pertencente a4 familia Celatraceae, reduziram
significantemente as lesdes gastricas induzidas por etanol na dose de 1000 mg/kg. Quassia
amara L. foi testada no tratamento da tlcera géstrica e apresentou resultados satisfatorios,
e seu mecanismo de acdo parece estar relacionando aos fatores de citoprotecdo, como o

muco e as prostaglandinas (FALCAO et al., 2008).

Os modelos animais desempenham importante papel na busca de novas drogas
com propriedades gastroprotetoras. As lesdes da mucosa gastrica podem ser induzidas por
diferentes modelos experimentais, cada um com seu proprio mecanismo. O mecanismo
envolvido na formacdo das lesdes gastricas tem sido estudado por varios pesquisadores,
utilizando diferentes modelos animais. Um dos mecanismos estudados ¢ o do
envolvimento das prostaglandinas nas lesdes gastricas, onde a agdo protetora das
prostaglandinas ¢ medida pelo aumento da produgcdo de muco e secrecao de bicarbonato,
modulacdo da secrecdo de 4acido gastrico, inibi¢do da liberagdo de mediadores
mastocitarios e manutencdo do fluxo sangiiineo durante a exposicdo a estes agentes

(SAMONINA et al., 2004).

Os modelos experimentais que utilizam o sistema digestivo, ou parte dele, sdo
de grande importancia na busca de novas drogas. Modelos experimentais de ilcera gastrica
e de secregdo estomacal tém custo relativamente baixo, necessitando somente de animais ¢

algumas drogas (CAMPOQOS, 2008).

A lesdo gastrica por etanol ¢ um modelo extensivamente utilizado para a
avaliagdo de drogas antiulcerogénicas. Nesse modelo, as lesdes ocorrem
predominantemente na parte glandular do estdmago com formagdao de leucotrienos C4
(LTC4), espécies reativas de oxigénio, produtos secretados pelos mastocitos, deplecao de
grupamentos sulfidricos e diminui¢do do muco, resultando em danos & mucosa gastrica

(CAMPOS, 2008).
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Outro modelo bastante utilizado ¢ a lesdo induzida por indometacina. A
administracao da indometacina reduz de forma significativa a secre¢dao de prostaglandinas
(PG’S), bicarbonato e o fluxo sanglineo em animais. A diminui¢do das PG’s predispde o
estomago e o duodeno a danos na mucosa, enquanto que a presenca das PG’s exerce um

papel de protegao (CAMPOS, 2008).

Dentre os varios mecanismos de defesa da mucosa gastrica pode-se destacar a
presenga dos grupos sulfidrilicos nao-protéicos, a ativacdo de neurOnios sensoriais
aferentes, a ativagdo da sintese de prostaglandinas pelas ciclooxigenases (COXs), a
presenca de oOxido nitrico pela ativagdo do 6xido nitrico sintetase (ONs) constitutiva e

ativagdo dos canais de potassio sensiveis a0 ATP (K atp) (JUNQUEIRA JUNIOR, 2008).

No estdmago, o 6xido nitrico (ON) possui um papel importante na prevencao e
reparo de injarias no trato gastrintestinal, participando no controle da produgdo de muco e
secrecdo de bicarbonato no trato gastrintestinal, na regulagdo do fluxo sanguineo capilar da
parede gastrintestinal, além de atuar como agente citoprotetor, antiinflamatério e como
complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas no estdmago (MEDEIROS, 2006).
MATSUDA et al. (1995) verificaram também que o ON reduz efetivamente a injuria na
mucosa gastrica provocada por agentes quimicos, como o etanol, além de facilitar a
cicatrizacdo do tecido lesado. A presenga de ON em baixas concentragdes estd associada a
efeitos benéficos no TGI, enquanto que o ON em altas concentragdes pode induzir a
formacdo de radicais derivados de nitrogénio, que sdo toxicos para varias linhagens de

cé¢lulas (MEDEIROS, 2006).

Também foi demonstrado que a administragdo de L-NAME, (L-nitro-arginina),
um inibidor da ONs, acentua as lesdes gastricas induzidas por etanol e aumenta a atividade
da H+,K+-ATPase, enquanto doadores de ON (nitroprussiato) reparam as lesdes induzidas

por etanol e inibem a atividade ATPasica em ratos (BULUT et al., 1999).

As prostaglandinas, especialmente a PGE2, possuem efeitos citoprotetores da
mucosa gastrica como conseqiiéncia de varios mecanismos indiretos, como o aumento da
produ¢do de muco e bicarbonato que recobrem as células epiteliais, a inibicdo da

motilidade gastrica, a inibicao da secre¢do acida gastrica, a manutencao do fluxo sanguineo
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gastrico, a inibicao da apoptose, a inibigdo da ativacdo de mastdcitos, € a diminuicdo da

aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular (ATAY et al., 2000).

Em 1979, o termo "citoprotecdo" foi introduzido por Robert e colaboradores,
que descreveram que as prostaglandinas, o produto principal do metabolismo do acido
araquidonico através da atividade da cicloxigenase possui um papel crucial na manutencgao
da integridade da mucosa gastrica. Evidéncias experimentais mostram que as PGs exibem
atividade na preven¢do de danos na mucosa induzidas por substincias necrosantes, como
etanol, acios, bases e solu¢des hipermolares. O mecanismo de citoprotecdo das PG’s ainda
¢ desconhecido, mas sabe-se que ¢ devido a estimulacdo de producdo de muco e secrecao
de bicarbonato, aumento na microcirculagdo da mucosa e a presenga dos compostos

sulfidrilicos na mucosa podem explicar esse fenomeno (BRZOZOWSKI et al., 2005).

O Helicobacter pylori ¢ uma bactéria espiralada, méovel, Gram-negativa,
responsdvel por uma das infeccdes mais difundidas no mundo, presente em
aproximadamente 50% da populacdo humana mundial. O H. pylori esta associado a
ocorréncia de gastrite, tlcera duodenal ou gastrica e adenocarcinoma gastrica no ultimo
estagio e possui um papel crucial na patogénese da tlcera péptica e no cancer gastrico. A
erradicacdo deste microrganismo resulta na cicatrizacdo das lesdes ulceradas, previne a

recorréncia de Ulceras e pode reduzir a prevaléncia do cancer gastrico (ZAIDI et al., 2009).

Viarios fatores de risco foram identificados para a ocorréncia de infeccdes pelo
H. pylori, como baixo poder socioeconémico, etnia, idade e localizagdo geografica. A
freqliéncia de infeccdo comecou a decair nos paises desenvolvidos, mas sua prevaléncia
continua. O modo de transmissao deste patdgeno pessoa-pessoa ainda ¢ desconhecido, mas
sabe-se que a bactéria pode ser transmitida via oral-oral ou oral-fecal (COLLINS et al.,

2006).

O H. pylori ndo s6 possui um mecanismo de sobrevivéncia em meio acido,
como também ¢ capaz de alterar a secrecdo acida. O mecanismo responsavel por elevar a
secrecdo acida gastrica em pacientes infectados por H. pylori ndo estd completamente
elucidado, mas ha evidéncias de ocorréncia de alteracdo na liberagdo de gastrina e de

somatostatina, quando essas bactérias colonizam o antro gastrico. A elevagdo da secre¢do
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acida, como resultado da infec¢do por H. pylori, pode contribuir na patogénese da tlcera

duodenal (ALMEIDA, 2005).

Alem da relagdo do H. pylori com algumas doengas ndo-malignas que afetam o
estomago (ulcera péptica, gastropatia induzida por DAINES, refluxo gastroesofagico e
dispepsia) ser bastante complexa, ele continua sendo uma das causas mais comuns da

ulcera péptica, de forma que o sucesso do tratamento da tUlcera estd associado a sua

erradicagdo (COLLINS et al., 2006).

O tratamento convencional do H. pylori se baseia em uma terapia tripla, que
combina dois antibioticos e um inibidor da bomba de préotons. O sucesso deste tratamento
estd em torno de 80%, mas decai constantemente, devido o surgimento de cepas
resistentes. Este tipo de tratamento, envolvendo diversas drogas, geralmente causa muitos
efeitos colaterais e significa um custo elevado para o paciente, o que pode levar a uma
falha na adesdo ao tratamento. Estes fatores mostram a necessidade de encontrar novos

agentes antibacterianos para o H. pylori (CASTILLO-JUAREZ et al., 2009).

1.6. Atividade antimicrobiana

A utilizag@o de produtos naturais pelo homem ¢ tdo antiga quanto a sua propria
historia. Seu uso se dava tanto para fins nutricionais quanto para fins terapéuticos. O uso
de plantas medicinais para o tratamento de doengas estd associado a medicina popular de
muitas partes do mundo, onde diferentes culturas dos mais distintos lugares conhecem e

utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de doengas (CANDIDO, 2008).

Os produtos de origem natural, especialmente aqueles obtidos de plantas, sdo
considerados uma fonte alternativa de medicacdo. A grande diversidade do territorio
brasileiro tornou comum a pratica da fitoterapia, despertando o interesse de muitos
pesquisadores. As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas tradicionalmente no
cuidado da satide constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente

ativos (BASTOS, 2007).
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Muito antes da descoberta da existéncia dos microorganismos, as idéias de que
certas plantas possuiam atividade cicatrizante e de que elas continham o que se podia
caracterizar como principios antimicrobianos eram muito bem aceitas. Desde a
antiguidade, o homem utiliza as plantas para tratar doengas infecciosas e até hoje, algumas

delas sao incluidas como parte do tratamento de varias doencas (RIOS; RECIO, 2005).

Os principais produtos vegetais que possuem atividade antimicrobiana sdo os
extratos, os 0leos essenciais, as fragdes latex e as proteinas (MARQUES, 2007). O extrato
alcoolico de propolis a 50% foi avaliado por Vargas et al. (2004) frente a 161 cepas de
bactérias, sendo 81 Gram-positivas e 80 Gram-negativas, inibindo 67,7% das cepas, sendo
mais efetivo contra as bactérias Gram-positivas. Nariman et al. (2004) constataram
atividade antimicrobiana em extratos de plantas iranianas (Glycyrrhiza aspera, Juglans
regia, Ligustrum vulgare, Thymus kotschyanus, Trachyspermum copticum e Xantium

brasilicum) sobre H. pylori.

A busca de substancias vegetais com atividade antimicrobiana ¢ de extrema
importancia, pois além de esclarecer o uso popular das plantas medicinais, proporciona a
oportunidade de que sejam encontrados compostos com atividade antimicrobiana, muitas
vezes superior aos farmacos atuais. Além do que, o aumento do nimero de cepas
microbianas resistentes a multiplos antimicrobianos representam um grande desafio no
tratamento das infeccoes, sendo notdria a necessidade de se encontrar novas substancias

capazes de inibir ou matar estas cepas (PEREIRA et al. 2004).

1.7. Resisténcia microbiana

Nos ultimos anos, a resisténcia microbiana aos quimioterapicos tem aumentado

muito, representando, atualmente, um problema mundial.

Segundo TAVARES (2002), uma bactéria ¢ dita resistente a um determinado

antibiotico, quando capaz de crescer, in vitro, em presenga da concentracdo inibitoria que
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essa droga atinge no sangue. De acordo com European Comittee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), um microrganismo ¢ considerado resistente quando
existe uma alta probabilidade de falha na terapéutica (MACGOWAN, 2008).

A resisténcia microbiana pode ser natural ou adquirida. A resisténcia natural,
também conhecida como intrinseca, ¢ uma caracteristica bioldgica natural do
microrganismo (ROSSI; ANDREAZZI, 2005) e ¢ observada regularmente em uma
determinada espécie bacteriana em relacdo a diferentes antimicrobianos. Essa forma de
resisténcia ¢ previsivel e sua importancia clinica é menor que a determinada pela

resisténcia adquirida (TAVARES, 2002).

Resisténcia adquirida ¢ aquela que surge em um microrganismo primitivamente
sensivel a um determinado antibidtico e pode estar relacionada aos fendmenos de mutagdo
ou de recombinacdo genética (transformacdo, conjugacdo, transducdo e transposi¢ao)

(ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos pode variar entre os
paises e regides e as cepas resistentes podem ser de origem hospitalar ou comunitéria.
Algumas espécies resisténcia estdo amplamente difundidas em todo o mundo, como ¢ o
caso do Staphylococcus aureus (TORTORA, 2003; KONEMAN et al. 2001; TAVARES,
2001). A resisténcia de cepas de S. aureus a meticilina (MRSA) resulta de alteragdes
genéticas, e foi descrita pela primeira vez no Reino Unido, em 1961, em um isolado de
origem nosocomial. Desde entdo, MRSA tem se tornando um patégeno com alta
prevaléncia na populacdo (SICA; SPENCER, 2009) e as infec¢des causadas por essas
cepas sdo responsavel por cerca de um quinto de todas as infecgdes hospitalares, que
custam em torno de 1 bilhdo por ano para o Servico de Saude Nacional do Reino Unido (

PESEWU et al.,2008).

Em virtude do aumento da resisténcia aos antimicrobianos, a sele¢do de
antibidticos na terapéutica tem se tornando uma tarefa dificil e desafiadora. No final da
década de 90 e inicio dos anos 2000 evidenciou-se caréncia de novas drogas
antimicrobianas aprovadas na América do Norte, resultando em uma limitacdo na terapia
das doengas infecciosas. Em 2002, 89 drogas foram aprovadas nos EUA, mas ndo havia

nenhum antimicrobiano. Em 2005, a European Society of Clinical Microbiology and
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Infectious Diseases (ESCMID) manifestou preocupagdo no tratamento de varias doengas
infecciosas, como tuberculose e pneumonia, devido a resisténcia dos microrganismos

(LEE, 2008).

Muito antes da descoberta e desenvolvimento dos antibacterianos, as drogas de
origem vegetal ja eram as ferramentas de escolha mais comum no tratamento de diversas
infecgdes. Muitas drogas frequentemente usadas no tratamento de doencas infecciosas
foram isoladas de fontes de origem natural, como as plantas medicinais. Dessa forma, ¢
possivel se pensar nas plantas como fontes de novos agentes terapéuticos contra bactérias

resistentes aos antimicrobianos (BUTTLER, 2006).

E conhecida a agdo sinérgica de alguns extratos vegetais junto a antibacterianos
normalmente utilizados na clinica, determinando uma diminuicdo na Concentragdo
Inibitéria Minima do antibacteriano. No entanto, devido a complexidade estrutural das
moléculas naturais, ¢ dificil elucidar por quais mecanismos exercem suas atividades

biologicas (BUTTLER, 2006).

Os principais produtos de origem vegetal com atividade antimicrobiana sdo os
extratos, as fragdes latex, os 6leos essenciais e as proteinas de origem vegetal. Os extratos
sdo obtidos pelo tratamento do vegetal, com o solvente apropriado, e evaporagdo até atingir
a consisténcia desejada. O uso de extratos vegetais no tratamento de doencgas infecciosas ¢
de grande importancia e muitos estudos sao realizados, em varios paises, para comprovar a

sua atividade antimicrobiana (CANDIDO, 2008).

Em um estudo realizado com 70 extratos de plantas originarias de Grécia e
comercializadas e usadas popularmente nas enfermidades gastricas, incluindo as ulceras
pépticas, foi verificado que os extratos de Anthemis melanolepis, Cerastium
candidissimum, Chamomilla recutita, Conyza albida, Dittrichia viscosa, Origanum
vulgare, Stachys alopecuros possuem atividade antimicrobiana sobre isolados clinicos de
H. pylori (CANDIDO, 2008).

A existéncia de drogas antibacterianas de origem natural pode ser devida a
evolucdo dos metabdlitos secundarios como substincias ativas e que conferem vantagens

aos organismos produtores. Esses produtos naturais parecem penetrar nas células e
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interagir nos alvos protéicos, ja que possuem uma complexidade estrutural que ¢ comum

em muitos alvos de antibacterianos (BUTLER, 2006).

O uso de antibiodticos ndo ¢ exclusivo ao tratamento de doencas infecciosas,
mas também se estende a medidas profilaticas na populagdo em geral ¢ no processo de
crescimento de animais. De forma que essas praticas acentuam a selecdo de cepas
microbianas resistentes, que podem chegar até ao homem através da cadeia alimentar
(LIVERMORE, 2007). Assim, o rapido surgimento de cepas resistentes aos antibioticos
faz com que diminua a efetividade do antimicrobiano, a0 mesmo tempo em que se torna

necessaria a busca de novas drogas (BUTLER, 2006).

A efetividade dos antibidticos disponiveis atualmente diminui & medida que
aumenta o numero de bactérias resistentes causadoras de infecgcdes e novos
antimicrobianos serdo necessarios para a cura de infecgdes causadas por bactérias
multiresistentes. (ROSSI & ANDREAZZI, 2006). De forma que a resisténcia microbiana
aos antimicrobianos atuais vem sendo motivo de preocupagdo constante no tratamento das
doengas infecciosas. Assim, nas ultimas décadas a industria farmacéutica tem produzido
um grande niumero de novos antibidticos, no entanto o desenvolvimento de resisténcia a
essas drogas vem ocorrendo rapidamente, o que torna impossivel termos uma previsao

segura de como, no futuro, os microrganismos reagirdo aos novos antimicrobianos.

A busca de compostos vegetais com atividade antimicrobiana ¢ de grande
importancia, pois possibilita uma nova op¢ao para a farmacologia atual, onde os compostos
vegetais muitas vezes possuem atividade antimicrobiana melhor que muitos farmacos
utilizados comumente na terapéutica. Como a resisténcia aos antibidticos ¢ uma
preocupacdo crescente, torna-se necessario o estudo de novas substancias com
propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses microorganismos

(BASTOS, 2007).

A biodiversidade brasileira e a busca de compostos biologicamente ativos faz
crescer cada vez mais as pesquisas na area de produtos naturais. O uso de plantas
medicinais ¢ muito comum no Brasil para o tratamento de varias doencas, sendo que

muitas vezes ndo existe uma comprovacao cientifica de alguma atividade farmacoldgica. O
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estudo das espécies vegetais contribui para o aumento no conhecimento das propriedades
das espécies, além da importancia socio-econdmica € uma promoc¢do na formacao de

recursos humanos especializados.

A espécie vegetal Matricaria recutita, conhecida como camomila é usada na
medicina popular e em cosméticos devidos ao conhecimento da existéncia de varias
atividades farmacologicas. O alfa-bisabolol, um sesquiterpeno presente em seu o6leo
essencial, tem sua atividade antiinflamatéria reconhecida, por isso, o interesse em avaliar o

potencial farmacoldgico tanto da planta como da molécula isolada.

A alta prevaléncia de lceras na populacdo nos leva a testar alguns compostos para
avaliar a existéncia da atividade de gastroprote¢do. Umas das principais causas de tlcera ¢
a presenca da bactéria Helicobacter pylori, o que nos levou a avaliar também a atividade
antimicrobiana. A promoc¢ao do aumento do conhecimento sobre as plantas medicinais
pode levar ao desenvolvimento de novas drogas, e assim, favorecer a populacdo com seus

usos.
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3.1. Objetivo geral

Avaliar as atividades gastroprotetora, antioxidante, citotoxica e antimicrobiana

do extrato de camomila e do seu constituinte volatil, o alfa-bisabolol.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar o potencial gastroprotetor do extrato seco da camomila e do alfa-
bisabolol;

- Verificar o papel do 6xido nitrico, das prostaglandinas e dos canais de K  arp
como possiveis mecanismos de acdo da atividade gastroprotetora do alfa-bisabolol;

- Avaliar a atividade antioxidante do extrato seco da camomila e do alfa-
bisabolol;

- Investigar a toxicidade do extrato seco da camomila e do alfa-bisabolol em
neutréfilos humano;

- Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato seco da camomila e do alfa-
bisabolol sobre as cepas microbianas originarias da ATCC (American Type Culture
Colection);

- Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato seco da camomila e do alfa-
bisabolol sobre cepas microbianas isoladas de espécimes clinicos apresentando perfil de

multirresistencia a antimicrobianos.
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MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais

3.1.1. Material de estudo

O extrato seco de Matricaria recutita foi produzido pela Gerbras Quimica
Farmacéutica (Brasil) e o alfa-bisabolol foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis-USA). O
extrato seco foi padronizado em sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(Alliance Waters, USA), segundo método descrito na United States Pharmacopoeia

(2006), que emprega a apigenina-7-glicosidio como marcador quimico.
As analises foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia-Setor de Tecnologia

de Produtos Naturais/Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Ceara, sob a

coordenacdo da Profa. Dra. Luiza Kalyne Almeida Moreira Leal.

3.1.2. Animais

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar (150 — 200 g), oriundos do
biotério do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, acondicionados em gaiolas
apropriadas e mantidos sob temperatura média de 26 °C, em ciclos claro/escuro de 12/12
horas, recebendo ragdo padrdo e agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum

de solidos por 18 horas antes da realizagdo cada experimento.

3.1.3. Cepas Microbianas

Cepas microbianas foram obtidas na American Type Culture Colection
(ATCC), doadas pelo Laboratorio de Materiais de Referéncia da Fiocruz: Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC
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9027, Salmonella choleraesuis spp. choleraesuis ATCC 10708 e Candida albicans ATCC
10231. Também foram utilizadas nesse estudo cepas microbianas isoladas de espécimes

clinicos, com perfil de multirresisténcia a antimicrobianos.

3.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido & andlise e aprovado junto ao Comité de Etica de

Pesquisa em Animais (CEPA), com o nimero do protocolo 38/08.

3.3. Métodos

3.3.1. Avaliacdo da atividade gastroprotetora

A avaliacao da atividade gatroprotetora do extrato seco das flores de camomila
(ESFC) e do alfa-bisabolol (BISA) foram feitos pelos modelos experimentais de lesdo

gastrica induzida por etanol.

3.3.1.1. Lesé&o gastrica induzida por etanol

Ratos machos (n=8/grupo), em jejum de sélidos por 18 horas, foram tratados,
com 2% de dimetilsulfoxido (DMSO) em 4gua destilada, 10 mL/Kg, via oral (v.o.)
(veiculo), alfa-bisabolol (BISA) (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) e extrato seco de flores de
camomila (ESFC) (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) Uma hora apds os tratamentos, os animais
receberam 1,0 mL de etanol absoluto e apdés 30 minutos foram sacrificados por
deslocamento cervical. Os estdmagos foram retirados, abertos pela grande curvatura,
lavados em solugdo salina 0,9% e comprimidos entre dois vidros de reldégio para uma

melhor visualizagdo. O percentual de area gastrica lesionada foi determinado com o auxilio
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de um programa de planimetria computadorizada (Image J). A area ulcerada foi expressa
em termos de porcentagem em relagdo a area total do corpo gastrico (ROBERT et al.,

1979).

3.3.2. Avaliagdo dos mecanismos de acdo do efeito

gastroprotetor na lesdo gastrica induzida por etanol em ratos.

Para avaliar o possivel mecanismo de acdo do BISA, foram utilizados os
modelos animais experimentais para o estudo do envolvimento do 6xido nitrico, das

: i .
prostaglandinas e dos canais de K “ap.

3.3.2.1. Papel do oxido nitrico (ON) no efeito gastroprotetor do

BISA em modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos.

Ratos machos (n=8/grupo), em jejum de solidos por 18 h, foram tratados com
BISA (100 mg/Kg, v.0), N®nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), 10 mg/kg, via
intraperitoneal, (i.p.) ou veiculo (DMSO 5%; 10 mL/kg, v.0), 30 minutos ou lh antes da
administracdo do etanoly,s (1,0 mL/animal, v.0.). O envolvimento do 6xido nitrico foi
avaliado pela administracdo de L-NAME 30 minutos antes da administragdo do BISA.
Apo6s 30 minutos os animais receberam etanoly,s (1,0 mL/animal, v.o.). Decorridos 30
minutos da administragdo do etanol,,s os animais foram sacrificados e os estdmagos

analisados como descrito anteriormente (item 3.3.2.1) (MATSUDA et al., 1999).



49

3.3.2.2. Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito
gastroprotetor do BISA em modelo de lesbes gastricas induzidas por

etanol em ratos

Ratos machos (n=8/grupo), em jejum de sélidos por 18 h, foram tratados com
BISA (100 mg/Kg, v.0), indometacina, inibidor da sintese de prostaglandinas (10 mg/kg,
v.0.) ou veiculo (DMSO 5%; 10 mL/kg, v.0.) 30 min ou lh antes da administragdo do
etanola,s (1,0 mL/animal, v.0.). O envolvimento das prostaglandinas foi avaliado pela
administracdo de indometacina 2 h antes da administracdo do BISA. Apos 30 minutos os
animais receberam etanolys (1,0 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos da
administracdo do etanol os animais foram sacrificados e os estdmagos analisados como

descrito anteriormente. (item 3.3.2.1) (BARGHAVA, 1973).

3.3.2.3. Papel dos canais de potassio dependentes de ATP em

modelos de lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos

Ratos machos (n=8/grupo), em jejum de solidos por 18 h, foram tratados com
BISA (100 mg/Kg, v.0), glibenclamida, um inibidor dos canais de potassio, (5 mg/kg, i.p.)
ou veiculo (DMSO 5%, 10 mL/kg, v.0.) 30 minutos ou 1 h antes da administracdo do
etanoly,s (1,0 mL/animal, v.0.). O envolvimento dos canais de K " atp foi avaliado pela
administracao de glibenclamida 30 minutos antes da administragdo do BISA. Apos 30
minutos os animais receberam etanol (1,0 mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos da
administracdo do etanol,,s 0s animais foram sacrificados e os estdbmagos analisados como

descrito anteriormente (item 3.3.2.1) (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
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3.3.3. Atividade antioxidante: método do radical DPPH

O método (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1999) basecia-se na
capacidade de remog¢do de radicais livres através do radical do DPPH (1,1-diphenyl-2-
picryl-hydrazyl). Aliquotas (0,1 mL) das drogas testes, ESFC ou BISA (10, 50 e 100 ng
/mL), a-tocoferol (50 pg/mL, controle positivo) ou veiculo (controle negativo) foram
adicionadas a 3,9 mL de solu¢do de DPPH (1:1 de metanol: etanol). Apds 30 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente, foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (Beckman Instruments Inc.) no comprimento de onda de 517 nm. A

porcentagem de inibi¢do foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

% INIBICAO = [(Ao — Ac/Ao] x 100

Onde A, ¢ a absorbancia do controle e A; e a absorbancia das drogas testes
(ESFC e BISA). Todos os testes foram realizados em triplicata e os graficos construidos a

partir das médias desses valores.

3.3.4. Avaliagdo da citotoxicidade em neutrdfilos - alteracfes na

permeabilidade celular

Sangue humano (Buffy Coat) foi obtido no Centro de Hemoterapia ¢
Hematologia do Estado do Cearda (HEMOCE). As células polimorfonucleares foram
isoladas pelo método descrito por LUCISANO; MANTOVANI, 1984. Aliquotas de 1 mL
de PMNs (5x10° células/mL) foram incubadas por 15 minutos a 37° com Hanks balanced
salt solution (HBSS-gel) (controle negativo), ESFC (100, 50, 10, 5 ug/mL), BISA (100,
50, 10, 5 pg/mL) e Triton X-100 (controle negativo). A atividade da lactato desidrogenase
(LDH) foi determinada com auxilio de espectrofotometro (340 nm) de acordo com as
instrugdes do fabricante (LabTeste), pela medida do decréscimo da absor¢do da

nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), em comprimento de onda de 340 nm,
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realizada em espectrofotdmetro (Beckman Coulter, modelo DU 640 Spectrophotometer).
Os resultados foram expressos como a média £ EPM de trés experimentos realizados em

triplicata em dias diferentes.

3.3.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

As andlises microbiologicas para avaliagdo da atividade antimicrobiana do
extrato seco de camomila e do alfa-bisabolol e do foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LabMicro) do Departamento de Analises Clinicas e

Toxicoldgicas da Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem da UFC.

3.3.5.1. Determinagdo do potencial antimicrobiano do alfa-

bisabolol e do extrato seco de camomila sobre cepas microbianas

Culturas microbianas puras, mantidas em agar estoque sob refrigeracdo, foram
repicadas para Caldo BHI (Brain-heart Infusion) (Merck) e incubadas a 35°C até atingirem
uma turvagio visivelmente equivalente a do tubo 0,5 da escala de McFarland (10°
UFC/mL). Com o auxilio de swab estéreis, essas suspensdes foram semeadas na superficie
do Agar Mueller-Hinton (Merck) (para cepas bacterianas) ou Agar Sabouraud-dextrose
(Merck) (para cepas de leveduras). De acordo com a metodologia e para evitar resultados
incorretos, a camada de agar na placa de Petri deve ter de 3 a 4 mm de espessura e deve ser
semeada em trés direcdes, para que seja obtido um crescimento confluente € homogéneo.
Apo6s 5 minutos, foram feitos pogos de 6 mm de didmetro no agar, utilizando-se para isso
um perfurador estéril (VARDAR-UNLU et al., 2003). Nesses pogos foram aplicadas
diferentes concentracdes de alfa-bisabolol e do extrato seco das flores da camomila (Figura

05).
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Figura 05. Representagdo da é4rea de mensuracdo do halo de

inibi¢do na placa de ensaio com meio sélido de Mueller-Hinton.

O extrato seco das flores de camomila nas concentracoes de 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125 mg/mL e o alfa-bisabolol foi testado nas concentragdes de 4; 2; 1;0,5; 0,25;0,125
mg/mL.

Apds 30 minutos a temperatura ambiente, os meios de cultura semeados foram
incubados a 35 °C/18 h. A medida dos halos de inibicdo foi realizada com auxilio de
paquimetro e expressa em milimetro (mm). Os halos de inibi¢do foram calculados pela

média dos valores obtidos em trés ensaios.

3.3.5.2. Determinagcdo da Concentracdo Inibitoria Minima —
CIM

A determinacdo da CIM sera realizada através da técnica de microdilui¢do em
placas de acordo com a Norma M7-A6, Vol. 23 N° 2, CLSI, 2003. Esse método envolve o
uso de pequenos volumes de reagentes e a avaliacdo de grande numero de bactérias,
fornecendo informacgdes quantitativas indisponiveis quando utilizado o método de difusao
em agar.

As culturas puras de bactérias e levedura foram repicadas para caldo infusao de

cérebro e coracdo (caldo BHI) e caldo Sabouraud-dextrose 2%, respectivamente, incubadas
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a 35°C por aproximadamente 6 horas e seu crescimento ajustado de acordo com a turvagao
visivel do tubo 0.5 da escala de McFarland (10° UFC/mL) como descrito no item 4.2.5.1.
As culturas microbianas foram diluidas 100 vezes (para aproximadamente 10° UFC/mL)
em caldo BHI (bactérias) ou em caldo Sabouraud-dextrose 2% (levedura). Aliquotas das
suspensdes foram transferidas para placas de 96 pocos (125ul/pogo), contendo
25ul/pogo, de diferentes concentragdes (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,1562; 0,0781e
0,0391mg/mL) do ESFC ou do BISA. Cada pogo continha 100pL de caldo BHI (bactérias)
ou de caldo Sabouraud-dextrose (levedura). Pocos contendo meio de cultura, DMSO a 4%
(para o BISA) e Tween 80 a 1% (para o ESFC) e indculo do microorganismo em estudo
serviram como controle negativo; ja para controles positivos foram utilizados pogos
contendo meio de cultura, um agente antimicrobiano de uso comercial ¢ o indculo do
microorganismo em estudo. As placas foram entdo incubadas a 35°C/24h e a inibi¢do do
crescimento microbiano foi determinada por inspe¢do visual e através da mensuragdo da
absorbancia a 490nm, em leitora de Elisa. A mais baixa concentra¢do capaz de inibir o

crescimento microbiano (auséncia de turvacao visivel) foi considerada como CIM.

3.3.5.3. Determinacéo da Concentracdo Letal Minima - CLM

A Concentra¢ao Letal Minima (CLM), em contraste com a CIM, é a menor
concentragdo de uma droga, expressa em pg/mL, que produz a morte de 99,9% das células
microbianas avaliadas. A determinag¢@o da CLM sera realizada pelo método de Pour-Plate,
de acordo com a metodologia descrita por Baron et al. (1994). Essa técnica consiste na

semeadura de indculos microbianos na superficie de agar Plate-Count.

Aliquotas de 25uL. foram repicadas, de modo asséptico, dos pogos que nao
apresentaram turvagdo visivel, na determinacio da CIM (item 3.2.5.1.) para Agar Plate-
Count. Apds incubagdo durante 24h a 35°C foi realizada a contagem das colonias crescidas
na superficie do meio. A concentracdo correspondente as placas onde o nimero de coldnias
crescidas foi < 0,1% ao indculo adicionado inicialmente foram consideradas como a CLM,
ou seja, a menor concentracdo de extrato de camomila ou de alfa-bisabolol com acao letal

sobre a cepa testada.
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4.Estatistica

Os dados paramétricos foram expressos como média * erro padrdo da média
(EPM). Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada andlise
de variancia (ANOVA) e teste de Student-Newman-Keuls e teste de Tukey. Para todas as

analises sera considerado significativo p < 0,05.
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RESULTADOS
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5.1. Atividade gastroprotetora

5.1.1. Efeito do ESFC nas lesbes gastricas induzidas por etanol
em ratos

Os efeitos do ESFC sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol estdo
demonstrados na Tabela 01 e¢ Figura 06. Os animais que receberam apenas veiculo
mostraram, apds a administracdo oral do etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucosa
gastrica. O ESFC nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, v.o0., reduziu de forma significativa
(*p<0,001) o percentual de area ulcerada para 78, 68 e 89%, respectivamente, quando

comparado ao grupo controle.

Tabela 01- Efeito do ESFC no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos

(ROBERT et al.,1979).

Grupos Dose (mg/kg) Area lesionada (%) area Inibigao (%)
mm’ lesionada
Controle - 18,20 + 3,74 100 -
100 4,00 £ 1,70%** 22 78
ESFC 200 6,40 £ 1,87%** 32 68
400 2,07 £ 1,20%** 11 89

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da area gastrica ulcerada. Veiculo
(2% DMSO, 10 ml/Kg, v.0.) e ESFC foram administrados, por via oral, 1 h antes da administragdo oral de
etanol,ys (1,0 mL/animal). Os animais (n=8) foram sacrificados 30 min ap6s a administragdo do etanol. ***p
< 0,001 vs. Controle(ANOVA e teste de Student-Newman-Keul).
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Figura 06: Efeito do extrato das flores de camomila na lesdo gastrica induzida por
etanol (ROBERT et al.,1979).

Os valores representam a média £ E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada..***p<0,001 vs Controle
(ANOVA e teste de Student-Newman-Keul). Veiculo (2% de DMSO, 10 mL/Kg, v.0.), ESFC (100, 200 e
400 mg/Kg, v.0.) foram administrados 1 h antes da administragdo de etanol absoluto (1,0 mL/animal, v.0.).
Foram utilizados 8 animais por grupo.
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5.1.2. Efeito do BISA nas lesbes gastricas induzidas por etanol

em ratos

Os animais que receberam apenas veiculo (controle) mostraram, apos a
administracdo oral de etanol absoluto, extensa area de lesdo da mucosa géstrica. BISA nas
doses de 50 e 100 mg/Kg, v.o., reduziu de forma significativa (p<0,001) o percentual de area
ulcerada para 87 € 96 %, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Tabela 02 ¢

Figura 07).

Na Figura 08 estao demonstradas fotos com os aspectos macroscopicos das lesdes

gastricas induzidas por etanol e inibicdo das mesmas apds o tratamento com BISA 100mg/Kg.

Tabela 02 - Efeito do alfa-bisabolol no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

ratos (ROBERT et al., 1979).

Grupos Dose (mg/kg) Area lesionada (%)area Inibigao (%)
mm? lesionada
Controle - 47,00 £ 0,69 100 -
25 51,28 +1,31 109 -9
BISA 50 6,15 + 0,04+ 13 87
100 1,90 + 0,03%** 4 96

Os valores estdo expressos como média + erro padrio da média (E.P.M.) da area gastrica ulcerada. ***p <
0,001 vs. Controle. (ANOVA e teste de Student Newman-Keul).Veiculo (2% DMSO, 10 ml/Kg, v.0.) e a-
bisabolol (BISA 25, 50 ou 100 mg/kg) foram administrados, por via oral, 1 h antes da administragdo oral de
etanol,ys (1,0 mL/animal). Os animais (n=8) foram sacrificados 30 min apds a administragdo do etanol.



59

60

?)

40 -

20 -

Area lesionada (mm

Controle 25 50 100

BISA

Figura 07: Efeito do alfa-bisabolol na lesdo gastrica induzida por etanol (ROBERT et
al., 1979).

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada. ***p<0,001 vs Controle.
(ANOVA, teste Student-Newman-Keul).Veiculo (2% DMSO, 10 mL/Kg, v.0.), a—bisabolol (BISA 25, 50 e
100 mg/Kg, v.0.) foram administrados 1 h antes da administragdo de etanol,,s (1,0 mL/animal, v.0.). Foram
utilizados 8 animais por grupo.
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FIGURA 08. Aspectos macroscépicos de estdbmago de ratos em modelo de lesGes
gastricas induzidas por etanol. (A) — Estomago aberto pela grande curvatura de um rato
no qual foi administrado etanol,,s (1,0 mL/Kg, v.0.). (B) — Estomago aberto pela grande
curvatura de um rato tratado a-bisabolol (50 mg/kg, v;o.), 1 h antes da administracdo oral
de etanols. (C) — Estomago aberto pela grande curvatura de um rato tratado com o-

bisabolol (100 mg/Kg, v.0.), 1 h antes da administracao oral de etanolps
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5.1.3. Papel do oxido nitrico (ON) no efeito gastroprotetor do

BISA em modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos

Os animais que receberam apenas veiculo mostraram, apos a administra¢do oral do

etanoly,s, extensa area de lesdo da mucosa gastrica. BISA (100 mg/Kg, v.0.) reduziu o

percentual de lesdo gastrica (46 %) em comparacdo com o grupo controle (100 %), o que

corresponde a um percentual de inibigdo de 54 %. O efeito gastroprotetor do BISA (100 mg/Kg,

v.0.) foi bloqueado (79 %) de forma significativa, com p<0,05 na presenga do L-NAME (20

mg/Kg, i.p.). Os resultados obtidos com a avaliacdo do papel do 6xido nitrico (ON) no efeito

gastroprotetor do BISA, nesse modelo, podem ser observados na Tabela 03 e Figura 09.

Tabela 03 - Papel do éxido nitrico (ON) no efeito gastroprotetor do BISA em modelo de lesdes

gastricas induzidas por etanol em ratos (MATSUDA et al., 1999).

Grupos Dose Area lesionada (%) area Inibi¢ao (%)
(mg/kg) mm” lesionada
Controle - 45,50 £ 0,81 100 -
BISA 100 20,80 + 1,17* 46 54
BISA + L-NAME | 100+ 20 36,10 = 1,80 79 21

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area gastrica ulcerada. ***p <
0,001 vs. Controle. (ANOVA e teste de Student Newman-Keul.Veiculo (2% DMSO, 10 ml/Kg, v.0.) e a-
bisabolol (BISA 100 mg/kg) foram administrados, por via oral, 1 h antes da administracido oral de etanol,y,
(1,0 mL/animal). L-NAME (20 mg/kg) foi administrado 30 minutos antes do BISA. Os animais (n=8) foram
sacrificados 30 min ap6s a administra¢do do etanol
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Figura 09. Papel do 6xido nitrico (ON) no efeito gastroprotetor do BISA em modelo
de lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos (MATSUDA et al., 1999).

BISA (100 mg/Kg, v.0.) foi administrado 1 h antes da administragdo de etanol absoluto (1,0 mL/animal,
v.0.). L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) foi administrada 30 min antes do BISA. (Foram utilizados 8 animais por
grupo). Os valores representam a média = E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada.* p < 0,05 vs.
Controle (ANOVA e teste de Student Newman-Keul).
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5.1.4. Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor do BISA

em modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos

Os animais do grupo controle, os quais receberam apenas veiculo antes da
administracdo oral do etanol absoluto, apresentaram extenso percentual de area géstrica
ulcerada. O efeito gastroprotetor do BISA (100 mg/Kg, v.0.) foi bloqueado de forma
significativa (p<0,05) na presenca de indometacina (10 mg/Kg, v.0.), um
antiinflamatério ndo esteroidal (AINE) que atua inibindo as a¢des da enzima
ciclooxigenase (COX). Os resultados obtidos com o modelo que avalia do papel das

PG’s no efeito gastroprotetor do BISA estdo demonstrados na Tabela 4 e Figura 10.

Tabela 04- Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor do BISA em modelo
de lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos (BARGHAVA, 1973).

Grupos Dose (mg/kg) Area lesionada (%) area Inibigao (%)
mm’ lesionada
Controle - 45,50 £ 0,81 100 -
BISA 100 20,80 + 1,17* 46 54
BISA + INDO 100 + 10 61,80 +2,12 136 -36

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area gastrica ulcerada. ***p <
0,001 vs. Controle. (ANOVA e teste de Student Newman-Keul). Veiculo (2% DMSO, 10 ml/Kg, v.0.) e a-
bisabolol (BISA 100 mg/kg) foram administrados, por via oral, 1 h antes da administracdo oral de etanol,y,
(1,0 mL/animal). Indometacina (INDO) (10 mg/kg) foi administrado 30 minutos antes do BISA. Os animais
(n=8) foram sacrificados 30 min ap6s a administra¢do do etanol.
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Figura 10. Papel das prostaglandinas (PG’s) no efeito gastroprotetor do BISA em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos (BARGHAVA, 1973).

BISA (100 mg/Kg, v.0.) foi administrado 1 h antes antes da administracdo de etanol absoluto (1,0
mL/animal, v.0.). Indometacina (10 mg/Kg, i.p.) foi administrada 30 min antes do BISA. (Foram utilizados 8
animais por grupo). Os valores representam a média = E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada.* p <
0,05 vs. Controle. (ANOVA e teste de Student- Newman-Keul).
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5.1.5. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K*atp), No efeito
gastroprotetor do BISA em modelo de lesbes gastricas induzidas por

etanol em ratos

Os resultados obtidos com a avaliagdo do papel dos canais de potdssio
ATPdependentes (K atp) no efeito gastroprotetor do BISA, neste modelo, podem ser
observados na Tabela 05 e Figura 11. O efeito gastroprotetor do BISA (100 mg/Kg,
v.0.) foi bloqueado de forma significativa, com (p<0,05), na presenca de glibenclamida

(5 mg/Kg, i.p.), um bloqueador dos canais de potassio ATP-dependentes.

Tabela 05- Papel dos canais de potissio ATP-dependentes (K “arp) no efeito
gastroprotetor do BISA em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos

(SEDLAK & LINDSAY, 1968).

Grupos Dose (mg/kg) Area lesionada (%0)area Inibigao (%)
mm’ lesionada
Controle - 45,50 £ 0,81 100 -
BISA 100 20,80 £ 1,17* 46 54
BISA + GLIB 100 +5 145,6 + 6,68 32 68

Veiculo (2% DMSO, 10 ml/Kg, v.0.) e alfa-bisabolol (BISA 100 mg/kg) foram administrados, por via oral, 1
h antes da administragdo oral de etanol,ps (1,0 mL/animal). Glibenclamida (GLIB 5 mg/kg) foi administrado
30 minutos antes do BISA. Os animais (n=8) foram sacrificados 30 min ap6s a administra¢do do etanol. Os
valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da area gastrica ulcerada. ***p < 0,001
vs. Controle. (ANOVA e teste de Student-Newman-Keul).
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Figura 11. Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K'atp) no efeito
gastroprotetor do BISA em modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos
(SEDLAK & LINDSAY, 1968).

Os valores representam a média + E.P.M. da percentagem de area gastrica ulcerada.** p<0,01 vs. Controle. *
p < 0,05 vs. BISA (ANOVA e teste de Student-Newman-Keul).BISA (100 mg/Kg, v.o.) foi administrado 1 h
antes antes da administracdo de etanol absoluto (1,0 mL/animal, v.o0.). Glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) foi
administrada 30 min antes do BISA. (Foram utilizados 8 animais por grupo).
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5.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
5.2.1. Avaliagcdo da atividade antioxidante do extrato seco das

flores de camomila e do alfa-bisabolol através do método DPPH.

As figuras 12 e 13 mostram o resultado da atividade antioxidante do extrato
seco das flores de camomila e do alfa-bisabolol em diferentes concentragdes em
comparagdo com o alfa-tocoferol (vitamina E), que tem atividade antioxidante
reconhecida, sendo utilizado no teste como controle positivo. Tanto o ESFC quanto o
BISA ndo apresentaram um efeito antioxidante comparavel com o da vitamina E

(antioxidante padrao), que foi capaz de capturar cerca de 90% do radical DPPH.
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Figura 12. Avaliacdo do efeito antioxidante do extrato seco das flores de
camomila através do método DPPH (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al.,
1999).

O extrato seco das flores de camomila (ESFC nas concentragoes de 10, 50 e 100pug/mL) e vitamina E
(50pg/mL) foi adicionado a solugdo de DPPH e feita a leitura em espectrofotometro. Os valores

representam a média = E.P.M. da percentagem de inibi¢do do potencial oxidante.* p<0,05 vs controle

positivo (ANOVA, teste de Tukey).
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Figura 13. Avaliacéo do efeito antioxidante do alfa-bisabolol através do método
DPPH (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1999).
O alfa-bisabolol (BISA nas concentragdes de 10, 50 e 100ug/mL) e vitamina E (50ug/mL) foi

adicionado a solucdo de DPPH e feita a leitura em espectrofotometro. Os valores representam a média
+ E.P.M. da percentagem de inibi¢do do potencial oxidante.* p<0,05 vs controle positivo (ANOVA,
teste de Tukey).
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5.3. ATIVIDADE CITOTOXICA
5.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade do extrato seco das flores de

camomila e do alfa-bisabolol em neutrofilos humano.

Foi avaliada a citotoxicidade do extrato seco da camomila e do alfa-bisabolol
em células de neutréfilos humano.

Foram testadas as concentragdes de 5, 10, 50 e 100 pg/mL para as duas drogas
testes, Hanks gel como controle negativo e Triton X como controle positivo (lesdo da
célula com o aumento da atividade da enzima LDH no meio). O veiculo utilizado nas
amostras foi 0 DMSO a 4%, que no experimento mostrou nao possuir atividade citotoxica.
Foi verificado que o ESFC possui potencial citotoxico nas doses de 100 e 50
ug/mL(Figura 14). O BISA mostrou atividade citotoxica nas doses testadas (ver Figura
15), entretanto, somente na dose de 5 pg/mL ndo ocorre liberagdo da enzima lactato

desidrogenase (LDH), ou seja, nessa dose nao ha citotoxicidade.



200

IL)
>
Q

U

—
o
o

140
120
100
80
60
40
20
0

Atividade LDH {

N\

o

71

6 O
d"
O‘@‘?\ @‘5?

N\ AP

o)
&

N
S <

Figura 14. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato seco das flores de camomila em

neutrdéfilos humano, mensurado pela atividade da lactato desidrogenase.

O extrato seco das flores de camomila (ESFC), Triton X-100 0,2%, DMSO 4% (controle) ou HBSS (normal)

foram adicionadas a suspensdo de células (5 x 10° céls/mL) 15 minutos antes da determinacio da lactato

desidrogenase. Os resultados representam a média + EPM. *p<0,05 vs controle ( ANOVA, teste de Tukey).
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Figura 15. Avaliagdo da citotoxicidade do alfa-bisabolol em neutrdéfilos humano,

mensurado pela atividade da lactato desidrogenase.
O alfa-bisabolol (BISA), Triton X-100 0,2%, DMSO 4% (controle) ou HBSS (normal) foram adicionadas a
suspensdo de células (5 x 10° céls/mL) 15 minutos antes da determinagdo da lactato desidrogenase. Os

resultados representa a média + EPM. *p<0,05 vs controle ( ANOVA, teste de Tukey).
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5.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.4.1. Potencial antimicrobiano do extrato seco das flores de
camomila e do alfa-bisabolol sobre cepas microbianas originarias da
American Type Culture Collection (ATCC)

O potencial antimicrobiano do extrato seco das flores de camomila e do alfa-
bisabolol foi avaliado pela inibicdo do crescimento microbiano através o método de difusao
em agar (CLSI, 2003). Foram testadas as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
choleraesuis spp. choleraesuis ATCC 10708 e a levedura Candida albicans ATCC 10231.

O ESFC inibiu o crescimento da levedura C. albicans, mas nao teve nenhuma
atividade sobre as cepas bacterianas testadas (Tabela 06), enquanto o BISA foi capaz de
inibir o crescimento tanto da levedura C. albicans (Tabela 07, Figura 16) quanto da

bactéria Gram-positiva S. aureus (Tabela 07, Figura 17).

Para o alfa-bisabolol foram testadas dilui¢des menores, até a concentracao
0,0039 mg/mL (3,90 ug/mL),sendo que somente até a concentragao 0,0625 mg/mL foi

possivel encontrar halo de inibi¢ao de crescimento do microrganismo.
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Tabela 06 — Potencial antimicrobiano do extrato seco das flores de camomila (ESFC)

sobre cepas microbianas originarias da ATCC determinado pela técnica de difusdo em agar

(CLSI, 2003).

Cepas Microbianas

ESFC (mg/mL) S. aureus E.coli P.aeruginosa  S.choleraesui C.albicans
ATCC 6538 ATCC 10536 ATCC9027 s ATCC ATCC 10231

Diametro dos halos de inibig¢do de crescimento (mm)*

5 R - - - 9+ 0,00
2,5 - - - - -
1,25 - - - - -
0,625 - - - - -
0,3125 - - - - -
0,15625 - - - - -

Controles

Amicacina 1,2 mg/mL 20 25 23 26 NT
Cetoconazol 2 mg/mL nt nt nt nt 22
Tween 80 1% - - - - -

(-) Nao inibi¢do do crescimento microbiano

nt — Nao testado

Controles positivos: Amicacina e Cetoconazol

Controle negativo: Tween 80 a 1%.

Volume de extrato seco das flores de camomila aplicado em cada pogo = 25 puL

O halo de inibigdo de crescimento ¢ representado em milimetros, incluindo os 6 mm de diametro do pogo, ¢
foram as medidas foram realizadas apds 18h de incubagdo.

*Os valores representam média de dois ensaios independentes realizados em duplicata.
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Figura 16: Potencial antimicrobiano do alfa-bisabolol sobre a cepa de levedura C.
albicans ATCC 10231 determinado pela técnica de difusdo em agar (CLSI, 2003).

Os halos de inibi¢do de crescimento, apds 18h de incubagio, sdo representados em milimetro, incluindo os 6
mm de didmetro do poco. (+) controle positivo: cetoconazol 2mg/mL. Os valores representam a média +

EPM de dois ensaios independentes realizados em duplicata.
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Tabela 07 — Potencial antimicrobiano do alfa-bisabolol sobre cepas microbianas originarias da

ATCC determinado pela técnica de difusdao em agar (CLSI, 2003).

BISA (mg/mL) S.

Cepas Microbianas

aureus E.

coli P.

aeruginosa S. choleraesuis C.albicans

ATCC 6538 ATCC 10536 ATCC 9027 ATCC 10708 ATCC
Diametro dos halos de inibi¢do de crescimento (mm)*

4 10,0 £ 2,00 - - - 19,0 £ 1,00
2 9,0+ 1,00 - - - 18,0 = 0,00
1 8,0 +1,00 - - - 16,5 = 1,00
0,5 9,0 £1,00 - - - 16,0 £ 0,50
0,25 10,0 £1,00 - - - 15,5 £ 0,00
0,125 11,0+ 0,50 - - - 12,0 £ 0,50
0,0625 12,5+ 1,50 - - - 12,5+ 1,00
0,03125 - - - - -
0,015625 - - - - -
0,0078125 - - - - -
0,00390625 - - - - -
Controles

Amicacina 1,2 mg/mL 23 27 29 28,5 nt
Cetoconazol 2 mg/mL nt nt nt nt 31

DMSO 4%

(-) Nao inibi¢do do crescimento microbiano

nt — Néo testado

Controles positivos: Amicacina e Cetoconazol

Controle negativo: DMSO 4%.

Volume de alfa-bisabolol aplicado em cada pogo =25 uL

O halo de inibi¢do de crescimento ¢é representado em milimetros, incluindo os 6 mm de didmetro do poco, e
foram as medidas foram realizadas apds 18h de incubag@o.
*Os valores representam média de dois ensaios independentes realizados em duplicata.
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Figura 17: Potencial antimicrobiano do alfa-bisabolol sobre a cepa bacteriana S.
aureus ATCC 6538 determinado pela técnica de difusdo em agar (CLSI, 2003).

Os valores representam a média £ EPM de dois ensaios independentes realizados em duplicata. O halo de
inibigdo de crescimento ¢ representado em milimetros, incluindo os 6 milimetros de didmetro do poco, apds
18h de incubagdo (+) controle positivo: amicacina 1,2 mg/mL.

5.4.2. Potencial antimicrobiano do extrato seco das flores de
camomila e do alfa-bisabolol sobre cepas bacterianas multirresistentes de

origem hospitalar isoladas de espécimes clinicos

O potencial antimicrobiano do extrato seco das flores de camomila e do alfa-
bisabolol sobre cepas de bactérias de origem hospitalar, isoladas de espécimes clinicos e
com padrao de multirresisténcia a antibioticos, foi avaliado pela inibigdo do crescimento
microbiano através o método de difusdo em agar (CLSI, 2003). Foram testadas duas cepas
de Stapphylococuus aureus (S. aureus 1 e S. aureus 2), duas cepas de Acinetobacter (A.
Iwoffii e A. baumannii), uma cepa de Klebsiella pneumoniae e uma cepa de Escherichia
coli (Tabela 08).
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Tabela 08 — Padrdao de multirresisténcia a antibioticos de cepas de bactérias de origem

hospitalar, isoladas de espécimes clinicos.

Microrganismo Origem da amostra Antibidticos
Acinetobater Iwoffii Liquido AMI, ATM, CPM, CAZ,
cefalorraquidiano (LCR) GEN, POL, TAC, TOB.
Acinetobater Aspirado traqueal AMI, ATM, CPM, CAZ,
baumannii GEN, IPM, MPM, CIP,
LEV, GAT, PIT
Staphylococcus Urina CLI, ERI, LNZ, NIT, NOR,
aureus (1) OXA, PEN, SUT
Staphylococcus Secrecdo cistica CLI, ERI, LNZ, NIT, NOR,
aureus (2) PEN, SUT
Klebsiella Aspirado traqueal AMI, AMP, CFL, CFZ,
pneumoniae CPM, CFO, CRO, CRX,
CIP, NIT, NOR, PIT, TAC,
SUT
Escherichia coli Urina AMP, CIP, GEN, NIT, NOR,
TAC, SUT

AMI: amicacina; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CFL: cefalotina; CFO: cefoxitina;
CFZ: cefazolina; CIP: ciprofloxacino; CLI: clindamicina CPM: cefepime; CRO: ceftriaxona; CRX:
cefuroxima soédica; ERI: eritromicina; GAT: gatifloxacino; GEN: gentamicina; IPM: imipenem; LEV:
levofloxacina; LNZ: linezolida; MPM: meropenem; NIT: nitrofurantoina; NOR: norfloxacino; OXA:
oxacilina; PEN: penicilina; PIT: piperacilina; SUT: sulfametoxazol/Trimetoprim; TAC: ticarcilina; TOB:
tobramicina.
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O extrato seco das flores de camomila, até na concentracao de 5 mg/mL nao foi
capaz de inibir o crescimento das cepas de bactérias resistentes testadas, enquanto o BISA
foi capaz de inibir o crescimento das cepas K. pneumoniae ¢ A. balmanii, quando na

concentragdo de 4 mg/mL (Tabela 09).

Tabela 09 — Potencial antimicrobiano do alfa-bisabolol sobre cepas de bactérias de origem
hospitalar, isoladas de espécimes clinicos e com padrao de multirresisténcia, determinado

pela técnica de difusdo em agar (CLSI, 2003).

Cepas Microbianas

BISA (mg/mL) |A. lwoffi |A.balmanii [E. coli [S.aureus (1) |[S. aureus (2) |K neumoniae

Diametro dos halos de inibi¢éo de crescimento (mm)*

4 - 7 - - - 7

2 - - - - - -

1 - - - - - -

0,5 - - - - - -

0,25 - - - - - -

0,125 - - - - - -

0,0625 - - - - - -

Controles

Ciprofloxacino

0,2 mg/mL 32 nt nt nt nt nt

PolimixinaB 1200

UM nt 12 nt nt nt nt

Amicacina

1.2 mg/mL nt nt 20 nt nt nt

Vancomicina

1.2 mg/mL nt nt nt 24 29 nt

Meropenem
0,4 mg/mL nt nt nt nt nt 24

DMSO 4% - - - - - -

(-) Néo inibigdo do crescimento microbiano

nt — Nao testado

Controle negativo: DMSO 4%.

Volume de alfa-bisabolol aplicado em cada pogo =25 puL

O halo de inibi¢do de crescimento ¢é representado em milimetros, incluindo os 6 mm de didmetro do pogo, e
foram as medidas foram realizadas apds 18h de incubacdo.

*Os valores representam média de dois ensaios independentes realizados em duplicata.
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5.4.3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracédo
Letal Minima (CLM) do extrato seco das flores de camomila e do alfa-
bisabolol sobre cepas microbianas originarias da American Type Culture
Collection (ATCC) e sobre cepas bacterianas multirresistentes de origem

hospitalar isoladas de espécimes clinicos.

Os valores para as CIM e CLM foram determinados pelo método da
microdilui¢do em caldo de cultura (CLSI, 2003) e do plaqueamento em meio sélido
(BARON et al., 1994), respectivamente. O extrato seco de flores de camomila ndo
apresentou nenhuma atividade sobre as cepas microbianas testadas até a concentragdo de
Img/mL. A CIM de alfa-bisabolol para a bactéria Gram-positiva S. aureus ATCC 6538 foi
de 1 mg/mL. Para todas as outras cepas microbianas testadas, a mais alta concentracao de
alfa-bisabolol utilizada (Img/mL) ndo foi capaz de inibir o crescimento (Tabela 10 e

Figura 18).
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Tabela 10- Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM)
do alfa-bisabolol sobre cepas microbianas originarias da American Type Culture Collection
(ATCC) e cepas bacterianas multirresistentes de origem hospitalar, determinado pela

técnica da microdiluicdo em caldo de cultura (CLSI, 2003) e de plaqueamento em meio

s6lido (BARON et al., 1994).

Cepas Microbianas CIM* CLM**
> 1 mg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1 mg/mL merm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Salmonella cholerasuis ATCC 10708 > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Candida albicans ATCC10231 > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Escherichia coli ATCC 10536 > 1 me/mL
& > 1 mg/mL
Acinetobacter Iwoffi > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Acinetobacter balmanni > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Staphylococcus .aureus tipo 1 > 1 mg/mL > 1 mg/mL
Staphylococcus aureus tipo 2 > 1 mg/mL > 1 mg/mL

*Menor concentragdo de BISA capaz de inibir visivelmente o crescimento.
** Menor concentra¢cdo de BISA que determinou um crescimento microbiano na superficie do agar < 0,1%

de inoculo adicionado
Controle negativo: DMSO 4%

Volume de alfa-bisabolol aplicado em cada pogo: 25 uL
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Para a determinagcdo da Concentracdo Inibitéria Minima foi feita a inspe¢ao
visual da microplaca, observando se houve ou ndo crescimento microbiano. A leitura dos
valores da absorbancia em espectrofotometro a 490 nm foi feita para determinar a cinética
da inibi¢do do crescimento microbiano. A mais baixa concentracdo que nio apresentou
turvagdo visivel ¢ a CIM da amostra testada. Na Figura 19 ¢ possivel observar a CIM do
alfa-bisabolol para a concentracao inicial de 1 mg/mL,sendo estatisticamente significativo
em relacdo ao controle positivo (amicacina 1,2 mg/mL). A partir das diluicdes seguintes

ndo houve inibi¢do do crescimento bacteriano.
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Figura 18: Cinética da inibicdo do crescimento microbiano da espécie Gram-positiva
S. aureus ATCC 6538, determinado pela a¢éo do alfa-bisabolol.

Os valores apresentados sdo as médias dos dois experimentos, realizados em triplicata. ANOVA, teste Tukey,
com p<0,05 vs controle positivo.(+)}:Controle positivo: Amicacina 1,2 mg/mL; (-):Controle negativo:
DMSO 4%. Apos incubagdo a 35°C, por 24 horas, foram realizadas as leituras de Absorbancia a 490nm, em

leitora de ELISA (Bio-Tek).
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Os produtos naturais tem sido a principal fonte da diversidade quimica na
descoberta de novos farmacos a partir do século passado. Estes e seus derivados sintéticos
tem se mostrado bem sucedidos no tratamento de doeng¢as em humanos na maioria das
areas. Os produtos naturais possuem um potencial enorme ainda a serem explorados,
mostrando as vantagens e desvantagens de moléculas derivadas de produtos naturais como

futuros farmacos a serem desenvolvidos (ASOLINI et al., 2006).

Entre as varias espécies relatadas pelo seu uso na medicina popular, a
Matricaria recutita ¢ uma das mais utilizadas. Os constituintes mais importantes desta
planta sdo os sesquiterpenos e os flavonoides, ambos relacionados as atividades
farmacoldgicas relatadas a camomila. A camomila apresenta uma boa quantidade do
flavondide apigenina (0,84%), fazendo assim que esta substancia seja um dos marcadores
na padronizagdo da qualidade do extrato da planta (QUEIROZ, 2008). O extrato de
camomila utilizado no nosso trabalho foi padronizado empregando como marcador a
apigenina, apresentando 5,2% de apigenina glicosilada. De acordo com Queiroz (2008), a
proporcdo de apigenina-7-glicosideo presente no extrato das flores de camomila deve estar
na faixa de 3 a 9%, o que mostra que o extrato estudado no presente trabalho esta dentro da

concentragdo ideal do padrao.

O extrato aquoso da camomila tem sido utilizado para a cura de vérias doencas,
como insonia, ansiedade, distirbios gastrintestinais, Ulceras, entre outros (SRIVASTAVA;
GUPTA, 2007). Mais de 100 metabolitos foram mencionados como componentes da planta
e estudos farmacologicos mostram que o bisabolol, sesquiterpeno presente na sua
composi¢ao, reduz inflamagdes, previne o desenvolvimento de ulceras géstricas e tem
propriedades antibacterianas e antifingicas (HERNANDEZ-CERUELOS et al., 2002;
SRIVASTAVA; GUPTA, 2007). A alta concentracdo de alfa-bisabolol presente no 6leo
de camomila parece estar relacionada com suas atividades farmacoldgicas, apresentando
atividade antibacteriana, antifiingica, antiinflamatéria e anti-ulcera (ALTERNATIVE

MEDICINE REVIEW, 2008).

A alta concentragdo de alfa-bisabolol no 6leo de camomila parece estar
relacionada com as atividades farmacologicas relatadas ao oleo, apresentando atividade
antibacteriana, antifingica, antiinflamatéria e anti-ulcera (ALTERNATIVE MEDICINE
REVIEW, 2008).
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Tendo em vista as agdes farmacoldgicas atribuidas a camomila e ao alfa-
bisabolol, assim como as atividades bioldgicas dos terpenos, este trabalho teve como
objetivo avaliar algumas atividades, uma delas a atividade gastroprotetora e avaliar os
possiveis mecanismos envolvidos, através de modelos experimentais classicos de Ulceras

induzidas por etanol.

Uma das principais causas de formacio de tlceras é o uso de etanol. E uma
substancia necrosante que causa danos na mucosa gastrica e sua ingestdo excessiva pode
resultar em gastrite, caracterizada por edema na mucosa, hemorragias subepiteliais,
esfoliagdao celular e infiltracdo de células inflamatorias. O etanol absoluto rapidamente
promove a formacdo de lesdes hemorrdgicas na mucosa gastrica, causada devido a uma
rea¢do inflamatoria aguda que provoca um aumento na permeabilidade vascular (de

OLINDA, 2008).

E relatado que o etanol em contato direto com a mucosa gastrica solubiliza o
muco protetor, deixando assim, a mucosa indefesa a acdo hidrolitica e proteolitica do acido
cloridrico e da pepsina, respectivamente. Esta substancia pode induzir ainda um aumento
da secrecao do acido gastrico e através do contato direto, alterar a rede de vascularizacao
local e romper vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica, desencadeando processos
necrotizantes no tecido. Deste modo, a hipersecre¢ao gastrica juntamente com a fragilidade
da rede vascular e a dissolu¢do da camada muco-protetora gastrica constitui os principais

fatores envolvidos na instalagdo da ulcera gastrica induzida por etanol (PAZZINI, 2007).

A formacao de lesdes na mucosa gastrica por agentes necrosantes como o acido
cloridrico e etanol envolvem varios mecanismos, que reduzem o fluxo sanguineo da
mucosa, o que contribui para hemorragia, necrose e¢ a solubilizagdo dos componentes do

A ~ + + ~
muco no estdmago. Estas acdes resultam no aumento de fluxo de Na' e K', da secre¢do de

pepsina e a diminuigio de ions H' e histamina no lamen (BATISTA et al., 2004).

A habilidade de da mucosa gastrica em resistir as injurias pelas secrecoes
endogenas (4cido, pepsina e bile) e pela ingestdo de substincias irritantes pode ser
atribuida a varios fatores que promovem a defesa da mucosa. A formagdo de lesdes
gastricas por agente necrosantes estd relacionada com a depressdo dos mecanismos de

defesa da mucosa. Além disso, a administragdo de etanol reduz a producao de muco, fluxo
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sanguineo da mucosa, secrecao de bicarbonato, niveis de prostaglandinas e de glutationa. E
capaz ainda de aumentar os niveis de histamina, o fluxo de ions célcio, a geragdo de

radicais livres e a produg@o de leucotrienos (BARROS et al., 2006).

Tendo em vista a importancia da pesquisa por novos compostos no tratamento
das tulceras gastricas, o presente trabalho avaliou o potencial terapéutico do alfa-bisabol e
do extrato de camomila frente as lesdes géstricas induzidas por etanol. A administragdo
oral de alfa-bisabolol nas doses de 50 e 100 mg/Kg preveniu o aparecimento de lesdes na
mucosa gastrica,inibindo 87 e 96%, o percentual de darea gastrica ulcerada,
respectivamente, em comparacdo com o grupo controle. O extrato de camomila também
demonstrou atividade inibitoria em tlceras induzidas por etanol. Nas doses de 100, 200 e

400 mg/Kg, administrados por via oral, houve inibi¢ao de 78, 68 e 89%, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Moura Rocha et al.
(2009), onde o BISA nas doses de 100 e 200 mg/Kg, via oral, foi capaz de proteger a
mucosa gastrica de danos causados pelo etanol. Kloppel et al (2007) demonstraram um
efeito gastroprotetor contra lesdes gastricas induzidas por etanol do sesquiterpeno nerolidol
administrado via oral nas doses 25, 50 e 250 mg/Kg, presente no 6leo essencial de
Baccharis dracunculifoli,. Piezzi et al. (1995) demonstraram que estdmagos de ratos pré-
tratados com DHL (dehidroleucodina), um sesquiterpeno presente na espécie Artemisia
douglasiana Besser, determinam a reducdo de lesdes gastricas induzidas por etanol.
Khayyal et al. (2001), ao estudarem o potencial antiulcerogénico do extrato etanodlico da
Matricaria recutita verificaram uma  atividade antiulcerogénica dose-dependente
associada a diminui¢do de secrecdo acida e aumento da secre¢cdo de mucina, bem como
aumento da liberagdo de prostaglandina E; e diminuicdo da liberagdo de leucotrienos. A
atividade antiulcerogénica também foi confirmada histologicamente. Os autores sugerem
que o efeito citoprotetor pode estar relacionado ao teor de flavondides e seus efeitos

antioxidantes.

Algumas substancias originadas de plantas demonstram bons resultados na
atenuacdo de lesdes induzidas por etanol e estresse oxidativo através da ativagdo do 6xido

nitrico, das vias das prostaglandinas e aumento da microcirculagdo (LEITE, 2009).
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A descoberta do 6xido nitrico (ON) como um agente de sinalizacao celular foi
um dos mais importantes acontecimentos na fisiologia humana dos anos 80-90. O ON ¢ um
gas de radical livre e ndo carregado que tem chamado a ateng@o pela sua participagdo na
sinalizacdo de inimeros processos fisioldgicos tais como: relaxamento do musculo liso e
vasodilatagdo, neurotransmissao, agregacao plaquetaria, regulagdo dos mecanismos pré e
anti-apoptoticos, controle da pressao arterial e fluxo sanguineo regional (RADOMSKI,;
MONCADA, 1993; KIM et al., 2001). Além disso, a produgdo excessiva ou agao
inadequada de ON pode estar envolvida em varios processos patoldégicos como doencas

inflamatorias, cancer e doengas neurodegenerativas (RANG et al., 2004).

No estdmago o ON possui um importante papel na preservacdo e reparo de
injurias no trato gastrintestinal, participando no controle da produ¢do de muco e secregdo
de bicarbonato, na regulagdo do fluxo sanguineo capilar da parede gastrintestinal, além de
atuar como agente citoprotetor, antiinflamatério e como complemento aos efeitos
protetores das prostaglandinas (WALLACE; GRANGER, 1996; MUSCARA; WALLACE,
1999). Estudos mostram que a presenga de ON em baixas concentragdes esta associada aos
efeitos benéficos no TGI, enquanto que, em altas concentragdes, pode induzir a formacao
de radicais derivados do nitrogénio, sendo estes compostos toxicos para varias linhagens

celulares (WALLACE; MILLER, 2000).

Em nosso trabalho, o envolvimento do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor do
bisabolol no modelo de lesdo de ulcera gastrica induzida por etanol foi avaliado utilizando
o bloqueador L-NAME. Nossos resultados demonstraram que o 6xido nitrico parece estar
envolvido no mecanismo de gastroprotecdo do bisabolol, uma vez que ocorreu um
aumento da percentagem de area ulcerada em comparagcdo com o grupo tratado com
bisabolol. Alguns autores mostraram que drogas que aumentam a liberacdo de ON
constitutivo protegem a mucosa gastrica contra os AINES, além de aumentar a cicatrizagao
da ulcera induzida por esses farmacos (CALATAYUD et al., 1999; ELLIOTT et al.,
1995).

As prostaglandinas, no estdmago, possuem um papel fundamental, em que
estimulam a secre¢do de bicarbonato e muco, mantém o fluxo de sanguineo da mucosa e
regulam o reparo das suas células. A supressdo da sintese de prostaglandinas através dos

AINES, como a indometacina, resulta no aumento da suscetibilidade de injurias na mucosa
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e ulceragdes gastroduodenais. A exposi¢do a agentes irritantes aumentam a producao de
prostaglandinas da mucosa gastrica como conseqiiéncia da reducdo do pH do limen
gastrico, provavelmente pela estimulagdo da secrecdo acida (BATISTA et al., 2004). A
expressdo da COX-2 tem um papel importante na cicatrizagdo da tulcera géstrica e que
derivados da PG a partir da COX-2 podem estar envolvidos na citoprote¢do adaptativa
induzida por agentes irritantes moderados, quando uma grande area da mucosa ¢ lesada

(PAZZINI, 2007).

A fim de se verificar o envolvimento das prostaglandinas no mecanismo de
gastroprotecdo causado pelo bisabolol, foi utilizada a indometacina, um inibidor nao
seletivo da cicloxigenase. Os resultados mostraram que o efeito gastroprotetor do bisabolol
¢ vulneravel a indometacina, sugerindo um envolvimento das prostaglandinas na

gastroprotecao.

O oxido nitrico pode atuar complementando o efeito gastroprotetor promovido
pelas prostaglandinas (SAKALI et al., 1995; WALLACE; GRANGER, 1996; MUSCARA,;
WALLACE, 1999). Sabe-se também que o ON ¢é capaz de aumentar a permeabilidade
vascular e a produgdo de prostaglandinas pro-inflamatorias (RANG et al., 2004). Estudos
mostram que existe uma modulacdo cooperativa na defesa da mucosa gastrintestinal

promovida pelas PG’s e 0 ON (WALLACE, 1996).

Ainda em relagdo aos possiveis mecanismos envolvidos na gastroprote¢ao
causada pelo bisabolol, foi avaliada a via de ativacdo dos canais de potdssio dependentes
de ATP. Para determinar a ativagdo destes canais na gastroprote¢ao obtida pelo bisabolol,
utilizamos a glibenclamida. Ela ¢ um hipoglicemiante oral que estimula a secre¢do de
insulina nas células beta pancreaticas através da inibicdo dos canais K atp (DUNNE;
PETERSEN, 1991). A glibenclamida ¢ capaz de aumentar as lesdes gastricas, que pode ser
explicado pela diminui¢do do fluxo sanguineo gastrico (TOROUDI et al., 1999).

Os canais K "orp pertencem a uma grande familia de proteinas de membrana.
Estes canais regulados por ligantes sdo definidos tendo por base a sua sensibilidade ao
ATP intracelular, que inibe sua atividade. Foram descobertos inicialmente no coragdo
(NOMA, 1983) e posteriormente em outros tecidos como o pancreas (ASHCROFT et al.,
1984), musculo esquelético (SPRUCE et al., 1985), musculo liso (STANDEN et al., 1989),
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rim (HUNTER; GIEBSCH, 1988) ¢ cérebro (ASHFORD et al., 1988). O papel fisiologico
dos canais K'app tem sido mais bem caracterizado nas células -pancreaticas. Nestas
células, o aumento na concentracdo de ATP e do metabolismo da glicose fecha os canais K
“atp (COOK et al., 1988). No sistema vascular, esses canais estio implicados no
relaxamento do musculo liso vascular, possuindo um papel importante no controle da
pressao sanguinea (NELSON; QUAYLE, 1995). Essa vasodilatacdo pode ser bloqueada
pela glibenclamida, uma sulfonilréia que causa bloqueio dos canais K'atp (BEECH et al.,
1993). Tem sido postulado que esses canais estdo envolvidos em uma variedade de funcdes
fisiopatologicas do estomago tais como: regulacdo do fluxo sanguineo, secre¢dao de acido

gastrico e contratilidade do estomago (TOROUDI et al., 1999).

Nos experimentos para avaliar a participagdo dos canais de K atp no efeito de
gastroprotecdo do bisabolol em lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos, o bisabolol
(100 mg/Kg, v.0.) conseguiu reduzir o percentual de area ulcerada em comparagdo com o
grupo controle. A glibenclamida conseguiu reverter o efeito gastroprotetor, sugerindo a

hipétese da participacio dos canais K “srpno efeito do bisabolol.

A partir de todos os dados obtidos no presente estudo, podemos sugerir que o
efeito gastroprotetor do bisabolol possui a participagdo do oOxido nitrico e das
prostaglandinas, podendo estar acoplada a um sistema de abertura de canais de potassio
sensiveis ao ATP, com conseqiiente relaxamento endotelial na vasculatura gastrica e
aumento de fluxo sanguineo da regido afetada, impedindo assim, a formagao das tlceras.
Entretanto, no estudo de Moura Rocha et al., (2009), a administra¢ao de glibenclamida (10
mg/Kg, i.p.), L-NAME (10 mg/Kg, i.p.) e indometacina (10 mg/Kg, i.p.) ndo foi capaz de

reverter a gastroprote¢do promovida pelo bisabolol (200 mg/Kg,via oral).

De acordo com Lih-Brody et al (1996), o processo ulcerogénico esta
relacionado ao estresse oxidativo,que ¢ considerado um desequilibrio entre os mecanismos
de defesa do organismo (moléculas antioxidantes naturais como a glutationa), em relagao
ao numero de substancias oxidantes produzidas pelo agente indutor de lesao ou ainda por
alteragdes bioquimicas do proprio organismo. Os antioxidantes, derivados dos compostos
fenolicos, funcionam como seqiiestradores de radicais livres e, algumas vezes, como
quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo

oxidativo (SOARES, 2002).
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo relacionadas a formagdo de
lesdes gastricas causadas por diferentes agentes, como: alcool, estresse, infeccao por H.
pylori e uso de DAINE (KWIECIEN et al., 2002).1to et al (1998) relataram que dentre os
radicais livres envolvidos na patogénese da ulcera géstrica destacam-se os derivados do
oxigénio,como o anion superdxido (O,), o perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical

hidroxila (OH).

A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato seco das flores de camomila e
do alfa-bisabolol foi realizada in vitro, através da reagdo destes com o DPPH, um radical
livre, estavel em temperatura ambiente, que produz uma solugdo violeta na mistura
etanol/metanol (1:1). Na presenca de substincias antioxidantes, o DPPH ¢ reduzido
produzindo uma solugdo incolor (KITZBERGER et al., 2007). O resultado da atividade
antioxidante das amostras testadas em diferentes concentragdes (% de inibi¢do) em

comparacao com o alfa-tocoferol (vitamina E).

Nas concentragdes testadas (10, 50 e 100 pg/mL) o alfa-bisabolol ndo
apresentou atividade antioxidante. De maneira semelhante foi testado o extrato seco das
flores de camomila (10, 50 e 100 pg/mL), onde se observou também que o mesmo nao
possui essa atividade. Um resultado semelhante foi encontrado por Moraes-de-Souza
(2007), que avaliou a atividade antioxidante de infusdes de 10 ervas selecionadas a partir
da existéncia de compostos fendlicos. A camomila apresentou uma baixa quantidade de
compostos fenolicos e através do teste do DPPH foi verificada uma baixa atividade
antioxidante do extrato. A atividade antioxidante das espécies vegetais estd normalmente
relacionada a presenca de compostos com estas caracteristicas, sendo mais comuns o0s
flavondides.  Vicentino & Menezes (2007) testaram a tintura-mae da Matricaria
chamomilla L. e encontraram que ela possui atividade antioxidante através do DPPH. Esta
diferenca pode estar relacionada pela obten¢do deste produto, diferenciando tintura de
extrato, o que pode mostrar concentragdes diferentes das substincias ativas, incluindo os
flavonoéides. Entretanto, Braga et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante do bisabolol
(concentragdes de 0,83 a 31 pg/mL) na producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
através do ensaio de LACL, onde os autores sugerem a possibilidade de uso do bisabolol

como uma ferramenta antioxidante no tratamento do estresse oxidativo.
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Com o intuito de investigar a possivel citotoxicidade do alfa-bisabolol e do
extrato seco da camomila, foi pesquisado seus efeitos sobre a permeabilidade da membrana
celular, pela atividade da LDH (lactato desidrogenase), uma enzima que ¢ indicativa de
lesdo celular e consequentemente, citotoxicidade. O uso de um tensoativo com elevada
toxicidade, como o Triton X-100, leva ao rompimento da membrana celular e conseqiiente
liberacao de LDH. O ESFC se mostrou citotdxico nas concentragdes 100 e 50 pg/mL. Ja o
bisabolol quando testado nas mesmas concentracdes mostrou citoxicidade em todas as

concentragdes (100, 50 e 10 pg/mL), menos na concentragdo de 5 pg/mL.

Na literatura foi encontrado que o bisabolol ndo mostra sinais de toxicidade
através da administragdo oral até a dose de Sg/kg (BHATIA et al., 2008). Estudos de
toxicidade com a camomila também mostram a sua seguranca, onde a toxicidade aguda via
oral e topica € maior que Sg/kg. O FDA classifica tanto o 6leo essencial quanto o extrato
de camomila como substancias seguras. As duas amostras demonstraram toxicidade in
vitro em neutréfilos humano, mas ¢ sabido que em alguns protocolos in vivo tanto a

camomila quanto o bisabolol sdo seguros (ALTERNATIVE MEDICINE REVIEW, 2008).

O uso de extratos de plantas e de produtos fitoquimicos, ambos com
propriedades antimicrobianas conhecidas, podem ser de grande significado na terapia das
doengas infecciosas. Muitas plantas tém sido usadas popularmente por possuirem atividade
antimicrobiana associada aos seus compostos secundarios, que em sua composi¢ao

possuem substancias ativas, como ¢ o caso dos terpenos (NASCIMENTO et al., 2000).

No presente estudo, foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato seco das
flores de camomila e do alfa-bisabolol sobre cepas microbianas originarias de ATCC
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella
choleraesuis spp. choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e
Candida albicans ATCC 10231 e cepas bacterianas de origem hospitalar, isoladas de
espécimes clinicos e com perfil de multirresisténcia a diferentes antibidticos
(Staphylococcus aureus 1, Staphylococcus aureus 2, Escherichia coli, Acinetobacter
balmanii, Acinetobacter Iwofii e Klebsiella pneumoniae). Foi constatada a atividade
antimicrobiana do alfa-bisabolol sobre a espécie Gram-positiva Staphylococcus aureus
ATCC 6538, as espécies Gram-negativas Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter balmanii
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¢ a levedura Candida albicans ATCC 1023, quando testadas pelo método de difusdo em

agar.

Entre todas as cepas testadas, apenas para a espécie Gram-positiva S. aureus
ATCC 6538 foi possivel determinar a CIM do alfa-bisabolol. As espécies Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter balmanii ¢ Candida albicans ATCC 10231 nao obtiveram
inibi¢do de crescimento visivel no método da microdilui¢do, impossibilitando assim a
determinagdo de suas CIMs. Esse fato pode demonstrar que as concentragdes inibitorias

minimas para estas cepas sao maiores que 1 mg/mL.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do alfa-bisabolol revelou que ele inibe
o crescimento de fungos e leveduras, como também tem atividade fungicida contra C.
albicans e Saccharomyces cerevisiae (PAULI, 2003). Este mesmo trabalho relata que a
atividade antimicrobiana do bisabolol parece estar relacionada como um possivel inibidor
seletivo da biossintese do ergosterol, sendo usado como antifiingico em sua forma pura ou
como componente principal no desenvolvimento de futuras drogas antifungicas. Pauli
(2006) fez uma avaliagdo dos dados obtidos a partir de substancias que inibem o
crescimento de C. albicans. Como resultado desta avaliagdo, foi identificado que todas as
substancias testadas possuem uma semelhanc¢a: uma subestrutura quimica em comum, 0
zimosterol, molécula capaz de interferir na biossintese do ergosterol. O alfa-bisabolol ¢
uma substdncia que possui uma estrutura quimica semelhante ao zimosterol,
provavelmente responsavel por sua atividade na inibigdo da C. albicans, o que pode servir

como base para o desenvolvimento de novas drogas antifingicas.

Oonmetta-aree et al. (2006) avaliaram o extrato seco de galangal (Alpinia
galanga Linn.), uma espécie vegetal rica em compostos terpénicos ¢ mostraram que este
extrato possui atividade antibacteriana sobre S. aureus, com CIM e CBM de 0,325 mg/ml e
1,3 mg/ml, respectivamente. Este mesmo extrato ndo mostrou atividade inibitoria de
crescimento para Escherichia coli. Esta auséncia de inibi¢ao de crescimento para bactérias
Gram-negativas pode ser explicada, de acordo com os autores, pela falta de penetragcao dos
compostos através da membrana celular, composta por uma monocamada

lipopolissacaridica, o que restringe a difusdo de compostos hidrofobicos.
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O extrato seco das flores de camomila, nas concentragdes utilizadas (0,156 a 5

mg/mL) ndo foi capaz de inibir o crescimento de nenhuma das cepas bacterianas testadas,

mas apresentou uma discreta atividade inibitoria sobre o crescimento da levedura C.
albicans, determinando um halo de inibi¢dao de crescimento de 9 milimetros de didmetro,
quando na maior concentra¢do, Smg/mL. Quando testado pelo método da microdilui¢ao
em caldo de cultura, o ESFC ndo foi capaz de inibir o crescimento de nenhuma das cepas
microbianas estudadas, o que podemos concluir que sua concentragdo inibitéria minima ¢

maior do que a concentragao testada nesse trabalho.

Asolini et al., (2006) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos etandlico
e aquoso das folhas de camomila (Matricaria chamomilla) sobre as cepas Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Bacillus subtillis e encontraram que o
extrato aquoso de camomila ndo apresentou nenhuma atividade inibitoria sobre S. aureus e
P. aeruginosa, utilizadas no nosso trabalho. Ja o extrato etandlico da camomila apresentou

um halo de inibi¢do de 2 mm contra S. aureus pelo método da difusdo em disco.

No estudo conduzido por Brehm-Stecher & Johnson (2003), foi encontrado que
em baixas concentragdes (0,5 mM) o alfa-bisabolol modifica a permeabilidade da
membrana do microrganismo Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Eles sugerem que
os sesquiterpenos nerolidol, farnesol, apritone e bisabolol podem romper a barreira das
membranas celulares das bactérias, permitindo assim a entrada de solucdes exdgenas,
como os antibioticos, por exemplo. Ao testarem esses sesquiterpenos nas concentragdes 1
mM e 2 mM, pela técnica de difusdo em agar, constataram que eles promovem uma acao
sinérgica do potencial antimicrobiano de alguns antibidticos (eritromicina, gentamicina e
vancomicina), sobre o crescimento de Staphylococcus aureus, sendo este fendmeno mais
pronunciado em bactérias Gram-positivas, ja que para a Escherichia coli ndo foi observada
alguma alteracdo do potencial antimicrobiano dos antibidticos testados. O aumento da
efetividade dos sesquiterpenos na penetracdo das membranas bacterianas pode estar
relacionado com a semelhanga das suas estruturas quimicas com as membranas. Cornwell
& Barry (1994) ja haviam encontrado que o farnesol e o nerolidol sdo mais efetivos na
penetragcdo da membrana celular do que o bisabolol, propondo que longas cadeias
carbonicas das moléculas possuem um papel importante na penetracdo das membranas

bacterianas.
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Os resultados sugerem que o extrato de camomila e¢ o bisabolol possuem
atividade gastroprotetora em ulceras induzidas por etanol, cujo mecanismo de ag¢do do
BISA parece estar relacionado com a ativagdo dos canais de K'arp. As duas drogas nao
apresentaram atividade antioxidante satisfatoria no método do DPPH e a avaliagao das suas
citotoxicidades mostra que o extrato seco das flores de camomila possui potencial
citotoxico nas concentragdes de 100 e 50 pg/mL e enquanto que para o bisabolol somente
na concentracdo de 5 ug/mL ndo houve potencial citotoxico. O ESFC nao apresentou
atividade antimicrobiana nas concentra¢des usadas, mas o BISA mostra um potencial

antimicrobiano principalmente frente a cepa de S. aureus ATCC 6538.



96

CONCLUSAO
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Os resultados obtidos nos levam as seguintes conclusdes:

v" Na avaliagdo preliminar dos efeitos toxicos do ESFC e do alfa-bisabolol em
células humanas (neutrofilos), estes mostraram um grau de citotoxicidade
significante nas concentracdes testadas. O ESFC mostrou citotoxidade para as
concentragdes de 100 e 50 upg/mL, enquanto que o alfa-bisabolol nao

apresentou citotoxicidade somente na concentracdo de 5 pg/mL;

v O ESFC, assim como o alfa-bisabolol, apresenta uma atividade

gastroprotetora em lesdes gastricas induzidas por etanol.

v E sugerido que o mecanismo de gastroprote¢ido do alfa-bisabolol pode estar

relacionado com a abertura dos canais de potassio dependentes de ATP;

v" O ESFC ¢ o bisabolol nio apresentaram atividade antioxidante no método

do DPPH;

v" A atividade antimicrobiana do ESCF parece ser determinada pela presenca
do alfa-bisabolol em sua composi¢cdo. O ESFC possui apenas uma discreta
atividade antifungica sobre Candida albicans ATCC 10231, enquanto o alfa-
bisabolol é capaz de inibir o crescimento de S. aureus e C. albicans originarias

da ATCC e de bactérias hospitalares multirresistentes.
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ANEXO A — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do

extrato seco das flores de camomila.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Extrato seco Camomila 3 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Date Acquired: 10/16/2008 11:47:07 PM
Vial: 10 Acg. Method Set: GRAD2 30_09_08
Injection #: 1 Date Processed: 10/17/2008 8:45:53 AM
Injection Volume: 20.00 ul Processing Method: gotas AC
Run Time: 60.0 Minutes Channel Name: 340nm
Sample Set Name: Teor de Apigenina 16_10_08 Proc. Chnl. Descr.:  PDA 340.0 nm
Auto-Scaled Chromatogram
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ANEXO B- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da
apigenina-7-glicosideo.

SAMPLE INFORIVIATION

Sample Name: APG 0,044mg/ml Acqunred By: Sysiem

Sample Type: Standard Date Acquired: 10/16/2008 2:35:30 PM
Vial: 1 Acq. Method Set: GRAD2 30_09_08
Injection #: 3 Date Processed: 10/17/2008 8:14:08 AM
Injection Volume: 20.00 ul Processing Method: gotas AC

Run Time: 60.0 Minutes Channel Name: 340nm

Sample Set Name: Teor de Apigenina 16_10_08 Proc. Chnl. Descr.. PDA 340.0 nm

Auto-Scaled Chromatogram
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Bisabolol-Induced Gastroprotection Against Acute Gastric Lesions:
Role of Prostaglandins, Nitric Oxide, and K.tp Channels
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ABSTRACT The effects of Matricaria recutita and a-bisabolol, a bioactive component from Chamomile species,
were investigated against gastric damage induced by absolute ethanol (96%, 1 mL per animal) in rats. The effects of M.
recutita extract and a-bisabolol on gastric mucosal damage were assessed by determination of changes in mean gastric
lesion area. Mechanistic studies were carried out at with 100 mg=kg a-bisabolol. We further examined the possible
participation of prostaglandins, nitric oxide, and K*™ channels in its mechanism. M. recutita reduced gastric damage in all
doses tested. a-Bisabolol at oral doses of 50 and 100 mg/kg markedly attenuated the gastric lesions induced by ethanol to the
extent of 87% and 96%, respectively. Pretreatments with the nitric oxide antagonist N-nitro-l-arginine methyl ester
(10mg/kg, i.p.) or with indomethacin, an inhibitor of cyclooxygenase, failed to block effectively the gastroprotective
effect of a-bisabolol. Furthermore, the a-bisabolol effect was significantly reduced in rats pretreated with glibenclamide, an
inhibitor of K™ channel activation. Thus we provide evidence that a-bisabolol reduces the gastric damage induced by
ethanol, at least in part,by the mechanism of activation of K*™ channels.

KEY WORDS: a-bisabolol, gastroprotection, mechanisms.

activities of major human drug-metabolizing
While tea is a part of dietary habits in enzymes,” and antimutagenic’ and antipeptic’

many countries, evidence of medicinal properties properties.

has only been elucidated in the last 30 years. One Recent studies found that different

of the most commonly consumed single-
ingredient herbal teas is chamomile.'It was
shown that chamomile oil extract inhibited the
production of urease by Helicobacter pylori. In
addition, it was found that the morphological and
fermentative properties of H. pylori were affected
by application of the Matricaria recutita oil
extract.”

a-Bisabolol (BISA) is a sesquiterpene alcohol
found in chamomile (Matricaria sp.) and other
plants and has been widely used in dermatological
and cosmetic formulations.” Concerning the
pharmacologic effects, previous studies showed
that BISA demonstrated apoptosis-inducing action
in malignant tumor cells,’ inhibition of the

substances from plant sources not only afford
gastroprotection but also accelerate ulcer healing.”
Experimental and clinical evidence suggests that
oxidative stress and increased acid secretion
play a pivotal role in the etiopathology of gastric
ulcer disease and that antioxidants and antacid
agents can afford gastric cytoprotection.® Previous
studies conducted on the antiinflammatory,
%antimicrobial,” and antioxidant'’ effects of
chamomile extract led us to study the
gastroprotective effects of M. recutita extract
(MRE) and BISA, using the rat model of gastric
damage induced by 96% ethanol to study the role
of oxidative stress.



MATERIALS AND METHODS
Animals

Male Wistar rats (weighing 150-160g) obtained
from the Central Animal House of Federal
University of Ceara, Ceara, Brazil, were used.
They were housed in environ-
mentally controlled conditions (22+ 28°C, 12-hour
light-dark cycle), with free access to standard
pellet diet (Purina do Brasil Ltda., Sao Paulo,
Brazil) and water. Animals were kept in cages with
raised floors to prevent coprophagy. They were
fasted over a period of 15 hours and were habituated
to the test environment for 2 hours before the
experimentation. The experimental protocols were
approved by the Animal Care and Use Committee
of the Federal University of Ceara in accordance
with the ethical guidelines of National In-
stitutes of Health, Bethesda, MD, USA.

Chemical and drugs

The following drugs and chemicals were used:
absolute ethanol from LabSynth (Diadema, Brazil),
BISA, N-nitro-l-arginine methyl ester (I-NAME),
and glibenclamide from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA), indomethacin (Indocid) from
Merck Sharp & Dohme (Campinas, Brazil), and
extract of M. recutita flowers from Gerbras
(Anapolis, Brazil). BISA was first dissolved in
dimethylsulfoxide and subsequently diluted in
distilled water, and the resulting
solutions of BISA did not exceed a
concentration of dimethyl sulfoxide beyond 2%.
Other drugs were dissolved in
either physiological saline or distilled water. Drug
concentrations were adjusted for treatment to
give a volume of 10 mL/kg. In pilot studies 2%
dimethylsulfoxide (vehicle) demonstrated by itself
no effect or influence on the ulcerogenicity of
ethanol.

Effect of MRE and BISA on ethanol-induced
gastric damage

Acute gastric lesions were induced in rats
(n=8/per group) by intragastric administration
of absolute ethanol 96%) in a volume of ImL
using an orogastric metal tube. MRE and BISA
dissolved in dimethylsulfoxide (2% in distilled
water as vehicle) were administered at oral doses of
100, 200, and 400 mg/kg MRE and 25, 50, and
100mg/kg BISA, 60 minutes before ethanol
application. The vehicle (10 mL/kg, p.o.) treated
group was included as the negative control. Thirty
minutes after ethanol administration, animals were
killed by cervical dislocation, stomachs were
removed and opened along the greater curvature,
and ulcerative lesions were measured using a

computer planimetry program (Image J, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The
lesion area in each animal was expressed as a
percentage in relation to the total area of the
corpus.

In mechanistic studies, separate experiments
were performed to examine the role of
prostaglandins, nitric oxide, and K*'™ channel
activation on the gastroprotective effect of BISA
(100mg/kg), using the appropriate antagonists
indomethacin  (10mg/kg, p.o.), L-NAME
(10mg/kg, i.p.), and glibenclamide (5mg/kg,
p-0.).The dose selection for these agonists and
antagonists were based on our pilot experiments
and on literature findings. In each case, animals
were pretreated with the specific antagonist 15
minutes before the use of the corresponding
agonist or BISA.

Data analysis

Data are mean + SEM values of eight
animals per group, and the statistical significance
between groups was analyzed by one-way
analysis of variance followed by Student-
Newman-Keul’s test. The differences between
groups were regarded as significant at P<.05.

RESULTS AND DISCUSSION

In recent past several reports documented
the gastroprotective activity of phytochemical
constituents that include flavonoids, oleo-resins,
terpenes, xanthones, saponins, alkaloids, and
tannins.'' The present study found that BISA, a
sesquiterpene isolated from many plant species,
has a gastroprotective function. The effects of
MRE and BISA on gastric lesions induced by
absolute ethanol are shown in Figure 1. Ethanol
induced intense gastric mucosal damage in the
form of hemorrhagic streaks in the control group
of rats that received vehicle alone but not
MRE or BISA. Compared to controls that
received vehicle, MRE- and BISA-treated
groups of rats displayed marked protection
against ethanol damage. MRE reduced gastric
damage in all doses tested (78%%, and 89%,
respectively). At the BISA test doses of 50 and
100mg/kg, the reductions in gastric damage
were in the order of 87% and 96%, respectively.

This finding is consistent with the studies
of Klopell et al.'* that report the protective
effect of nerolidol against ethanol-induced
gastric damage in rats. BISA is nontoxic, and
acute oral administration to rats up to 5g/kg did
not manifest signs of toxicity.” In previous
work, BISA was demonstrated to have an
antioxidant activity,' and in the current study it
offered cytoprotection against gastric mucosal



damage induced by ethanol.

It has been firmly established that oxidative
stress and impaired prostaglandin synthesis
contribute to gastric mucosal damage in
experimental models of gastric lesions induced
by ethanol.’Previous works showed that BISA'
and M. recutita aqueous extract'’ demonstrated an
antioxidant activity. And, in the current study,
they offered cytoprotection against gastric
mucosal damage induced by ethanol.

Cytoprotection in the stomach, consisting of
mucus secretion, mucus circulation
intensification and bicarbonate secretion to the
gastric lumen, is highly dependent on the
products of the arachidonic acid pathway and
peroxidative antioxidative balance."" Several
articles have demonstrated that oxygen free
radicals are directly implicated in the
pathogenesis of ethanol-induced lesions and that
the hypoxia generated can increase the mucosal
concentration of superoxide ions.'® These data
suggest that antioxidant compounds could be
active in this experimental model, producing
an anti-ulcerogenic effect, because these
substances are capable of settling on the
membrane and counteracting lipid peroxide
formation.'’

Prostaglandins are of particular importance
for the maintenance of gastric mucosal
integrity when neuronal defense mechanisms
are impaired."® In order to verify the role of
prostaglandins in the gastroprotection afforded
by BISA; rats were pretreated with
indomethacin, a non selective cyclooxygenase
inhibitor. The results revealed that the
gastroprotection by BISA against ethanol-induced
mucosal injury is vulnerable to indomethacin,
suggesting a role for endogenous prostaglandins
in gastroprotection.

Nitric oxide is known as a potent
vasorelaxing factor secreted from endothelial
cells or the sensory nerve ending
in the mucosa."” Nitric oxide acts in gastric
defense mechanisms by regulating the gastric
mucosal blood flow, gastric mucus secretion, and
increase in prostaglandin biosynthesis.” In the
present study, treatment with I-NAME attenu
ated the protective effect of BISA. This finding
suggests that nitric oxide is involved in the
protective effect of BISA.

Because the protection afforded by BISA is
partially indomethacin- and L-NAME-sensitive
(Fig. 2), it is suggested that under these
conditions  endogenous  prostaglandins  and
nitric oxide act as activators of K*'" channels'**
and that this mechanism, at least in part, mediates
gastroprotection. The more effective blockade of
BISA gastroprotection by the K*™ channel
blocker glibenclamida confirms this view.

In conclusion, the results of this study
indicate a cytoprotective role for the MRE and
the sesquiterpen BISA affording gastroprotection
against mucosal damage induced by ethanol. The
BISA gastroprotective mechanism is
multifactorial and possibly involves endogenous
prostaglandins, nitric oxide release, and activation
of K*™" channels.
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FIG. 1. Effect of (A) MRE and (B) BISA on gastric mucosal injury
induced by absolute ethanol in rats. Data are mean SEM values
for eight animals per group. ***P<.001 versus vehicle-treated
controls (by analysis of variance and Student-Newman-Keul’s
test).
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FIG. 2. Influence of indomethacin (INDO), glibenclamide
(GLIB),and I-NAME on the gastroprotective effect of BISA in
rats against gastric mucosal injury induced by absolute ethanol.
Rats were treated perorally with BISA 60 minutes before 96%
ethanol (ImL per rat, perorally). INDO (10mg=kg), GLIB
(5mg=kg), and I-NAME(10mg=kg) were administered 15 or
30 minutes before BISA. Data are mean SEM values for eight
animals per group. **P <.01 versus control group; *P <.05
versus BISA alone (by analysis of variance and Student-
Newman-Keul’s test).



