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Resumo

Células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo conhecidas por sua capacidade
de se diferenciar em diversos outros tipos celulares, como adipdcitos, osteoblastos
e condrécitos. Em razao desta caracteristica de plasticidade, as CTMs podem ser
utilizadas na recuperagcdo de diversos tipos de lesdo tecidual, como a
osteoporose, através de engenharia de tecidos. Quercetina, um flavondide
presente em diversos tipos de plantas, frutas e vegetais, ja demonstrou afetar a

diferenciacéo osteogénica em muitos estudos, demonstrando ser um importante
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alvo de investigagdo. Baccharis articulata e Baccharis trimera sao conhecidas
popularmente como carqueja e possuem diversos estudos relatando atividades
como antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana. Em suas composicoes
quimicas destaca-se a presenca de terpendides e polifendis, como a quercetina
(B. trimera) e a cirsimaritina (B. articulata). Proliferacdo, analise morfolégica e
diferenciacdo osteogénica de CTMs; e citotoxicidade frente a células
mononucleares humanas foram avaliados apds tratamento com extratos bruto
hidroetanodlico de B.articulata e B.trimera e fragcbes de terpendides e polifendis
obtidas a partir de B.trimera, assim como o flavondide quercetina, utilizado neste
estudo como padrao de comparagao. As amostras citadas acima foram testadas e
obtiveram diferentes efeitos sobre a proliferacdo e diferenciacédo celular, apés 13
dias de analise, assim como nas diferencas morfologicas apresentadas apds o
tratamento. Efeitos citotoxicos também foram avaliados. Os resultados
apresentados no presente trabalho mostram que compostos quimicos presentes
em B. articulata e B. trimera podem representar novas ferramentas farmacologicas
para o tratamento de diversas lesbes em tecidos, como a osteoporose, através de

estudos de quimica medicinal.

Palavras-chave: terpendides, polifendis, quercetina, células-tronco

mesenquimais, diferenciagao osteogénica.



INTRODUGAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sao caracterizadas pela sua
capacidade de auto-regeneragdo e diferenciacdo em células de multiplas
linhagens, como adipécitos, condrécitos, mioblastos e osteoblastos (Nardi e
Meirelles, 2006; Kim et al., 2006). Esta definigdo de multipoténcia lhes confere
uma identificagdo funcional, pois os extensivos estudos de sua morfologia e
marcadores moleculares e de superficie mostram que estas caracteristicas néo
sao especificas deste tipo celular (Nardi e Meirelles, 2006).

Célula-tronco mesenquimal € um dos tipos mais interessantes de célula-
tronco adulta, pois sdo de facil isolamento, cultivo e manipulagdo em cultura ex
vivo, podendo ser isoladas a partir da medula 6ssea, do tecido adiposo e de
qualquer outro tecido no organismo, conforme demonstrado ha alguns anos por
este grupo de pesquisa (Nardi e Meirelles, 2006; Nardi, 2005). Esta facilidade de
isolamento se da por sua marcante caracteristica de aderéncia em superficies
plasticas. Além disso, em condicdes ideais de cultura, estas células podem ser
mantidas por tempo indeterminado, mantendo suas caracteristicas fenotipicas e
funcionais similares aquelas exibidas em seu nicho. Esta caracteristica de
imortalidade in vivo pode ocorrer por multiplos fatores. Uma das hipoteses € uma
diminuicdo da senescéncia (encurtamento do teloméro) pela atividade da
telomerase, que se encontra em niveis elevados nestas células (Nardi, 2005;
Verfaillie et al., 2002).

A otima plasticidade apresentada por este tipo celular o torna um alvo
interessante para o uso em terapia génica e celular. Elas apresentam uma enorme

capacidade de restituicdo de tecidos lesados como osso, cartilagem, tendao e
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ligamento, podendo ser utilizadas para inumeras aplicagbes terapéuticas. As
terapias convencionais que tém sido utilizadas neste tipo de lesdo incluem
enxertos 6sseos autdgenos, aloenxertos e implantes protéticos. Entretanto esses
meétodos sdo limitados tanto por questdes de fornecimento quanto de potencial de
diferenciacdo. Avangos recentes na biologia celular e molecular tém mostrado a
utilizagdo de terapia génica e celular na engenharia de tecido 6sseo (Lieberman et
al., 2002). Outro alvo de interesse para este tipo de terapia inovadora é a
osteoporose, que € uma doenga caracterizada por uma redugdo da massa éssea,
resultando em um aumento da fragilidade e risco de fraturas. Esta doenca tem se
tornado um problema de saude cada vez maior, em razdo do incremento da
expectativa de vida da populacido, afetando principalmente mulheres apds a
menopausa (Prouillet et al., 2004). Assim, o screening de compostos quimicos
capazes de induzir a diferenciagdo osteogénica pode servir para expandir o uso de
células-tronco mesenquimais neste tipo de procedimento clinico.

As espécies do género Baccharis, membro da familia ASTERACEAE, sao
importantes na descoberta de novos produtos de origem natural com potencial
terapéutico e os estudos farmacoldgicos envolvendo estas plantas sdo em sua
maioria baseados nas suas propriedades anti-inflamatéria, antioxidante,
antimicrobiana e antifungica (Abad e Bermejo, 2007). Bacchatris trimera (Less.) DC
(Mobot, 2011) e Baccharis articulata (Lam.) Persoon (Barroso e Bueno, 2002),
espécies nativas do sul da América, sdo conhecidas popularmente como carqueja
e suas partes aéreas sao utilizadas na medicina popular para problemas hepaticos
e digestivos (Zardini, 1984; De Oliveira et al., 2003; De Oliveira, 2004; Gosmann et

al., 2010). Estudos fitoquimicos demonstram que em sua composi¢cao quimica
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destaca-se a presenca de terpendides e compostos fendlicos, como flavondides,
que variam entre as espécies, como por exemplo a quercetina (B. frimera) e a
cirsimaritina (B. articulata) (Verdi et al., 2005).

Flavonodides, que sdo compostos encontrados em uma vasta variedade de
plantas, tém demonstrado afetar o metabolismo 6sseo em diversos estudos.
Alguns destes, ja mostraram os efeitos do flavondide quercetina, o representante
majoritario desta classe, na diferenciagcao osteogénica de diversos tipos de células
osteoblasticas (Woo et al., 2004; Prouillet et al., 2004; Notoya et al., 2004; Kim et
al., 2006). Estes estudos mostram que a quercetina inibe a reabsor¢gdo 6ssea em
humanos, podendo assim ser aplicada na prevencédo de doengas dsseas como a
osteoporose pés-menopausa.

Nesse estudo, foi avaliado o efeito do extrato bruto hidroetandlico de
Baccharis trimera e Baccharis articulata, das fragdes de polifendis e terpendides
de B. trimera e do o flavondide quercetina na viabilidade, proliferacédo e
diferenciacéo osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas de rim de

camundongo.

MATERIAS E METODOS:
Material vegetal

Baccharis articulata e B. trimera foram coletadas na cidade de Guaiba, no
Rio Grande do Sul, Brasil e identificadas pelo Prof. Dr. Nelson Matzenbacher da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). O material
testemunho foi depositado no Herbario do Departamento de Botanica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Baccharis trimera: ICN
10



152107 e Baccharis articulata: ICN 143957). ApOos secagem em estufa de ar
circulante em temperatura nao superior a 40°C, as partes aéreas foram moidas e
utilizadas para obtencdo do extrato bruto hidroetandlico e das fragbes, como

descrito abaixo.

Obtencgao do extrato bruto hidroetandlico e das fragoes

As partes aéreas de B. articulata (EBH 1) e B. trimera (EBH 2) (1 kg) foram
extraidas por maceragao com etanol 96% (planta:solvente, 1:10, p/v, 2 x 15 dias).
O extrato bruto hidroetandlico foi obtido apds filtracdo, evaporagéo do etanol em
evaporador rotatorio e liofilizagao.

As partes aéreas (50 g) de B. trimera foram também extraidas exaustiva e
sucessivamente em extrator Soxhlet resultando nas fragdes acetato de etila (4%) e
butanol (3%). As fragbes acetato de etila e butanol foram posteriormente
agrupadas e submetidas a cromatografia de permeagdao molecular utilizando
Sephadex LH-20 (GE Healthcare) e eluidas com etanol 96% para obtencéo de
fracdes enriquecidas de polifendis (19%) e terpendides (63%). Os extratos brutos
hidroetandlicos de ambas espécies e as fragcdes de B. trimera foram quimicamente
estudados e utilizados para os ensaios biolégicos citados abaixo (todos foram
solubilizados em DMSO 1% + meio de cultura e filtrados com membrana de poro

0,45 um).

Analise cromatografica
O perfil fitoquimico de B. trimera e B. articulata foi analisado através de

cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica gel (GF2s4, Fluka)
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utilizando como fase moével cloroférmio:etanol:acido acétido (60:40:6, v/v/v) e dois
agentes cromogénicos: anisaldeido sulfurico para detectar terpendides e reagente

natural para visualizar os compostos fendlicos (De Oliveira et al., 2006).

Avaliagao preliminar da citotoxicidade

As células (CTMs) foram plaqueadas em placas de 24 pocos, contendo 10*
células / pogo, na presenga das amostras testadas (EBH 1, EBH 2, terpendides,
polifendis e quercetina), nas concentragbes de 50, 100 e 200 pg/mL, durante 3
dias. Neste ensaio, a concentragcdo de 100 pg/mL foi aquela mais alta que nao
causou nenhum efeito na viabilidade apds tratamento com os extratos bruto
hidroetandlico de Baccharis, fragbes de polifendis e terpendis de Baccharis trimera
e quercetina. As células foram tripsinizadas e coradas com 0,4% de azul tripan
(Sigma). O numero total de células e a proporcédo de células mortas foram
estimados utilizando contagem em camara de Neubauer, apds a coloragao (Kim et

al., 2006). Este experimento foi realizado em triplicata.

Cultura de célula-tronco mesenquimal

As células-tronco mesenquimais utilizadas no presente trabalho foram
isoladas a partir de rim de camundongos machos C57BL/6 e mantidas em cultura
conforme protocolos ja estabelecidos pelo grupo de pesquisa (Nardi e Meirelles,
2006). Estas culturas podem ser mantidas por periodos variaveis, dependendo da
espécie e orgado de origem, através de passagem e repicagem das células
aderentes que sao destacadas através de ftripsinizagdo. O meio mais

frequentemente empregado nas culturas de CTMs € o Dulbecco’s modified Eagle’s
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medium + HEPES (HDMEM), apesar de outros meios também serem apropriados

(Otto e Rao, 2004). Foram utilizadas células em passagem 3 a 5.

Avaliagao da proliferagao e viabilidade celular

Para determinacéo da taxa de proliferagéo, as células (CTMs derivadas de
rim) foram destacadas usando Hank’s balanced salt solution (HBSS) contendo
0,5% de tripsina e 0,02% de EDTA. As células foram plaqueadas em placas de 24
pocos, contendo 10* células / poco, na presenca das amostras testadas (EBH 1,
EBH 2, terpendides, polifendis e quercetina), na concentragado de 100 ug/mL. Apos
3, 5, 7, 10 e 13 dias, as células foram tripsinizadas e coradas com 0,4% de azul
tripan (Sigma). O numero total de células e a propor¢ao de células mortas foram
estimados utilizando contagem em camara de Neubauer, apds coloragdo com azul

tripan (Kim et al., 2006). Este experimento foi realizado em triplicata.

Analise morfolégica e fotografias

As culturas de CTMs foram observadas rotineiramente com um microscopio
de fase-contraste invertido (Axiovert 25; Zeiss, Hallbergmoos, Germany). As
células foram lavadas com tampao fosfato (PBS). Fotomicrografias foram tiradas
com uma camera digital (AxioCam MRc, Zeiss), utilizando AxioVision 3.1 software

(Zeiss) (Meirelles et al., 2006).

Diferenciagao osteogénica
A diferenciagdo osteogénica foi induzida através de culturas confluentes

cultivadas em DMEM contendo 10% (vol./vol.) de soro fetal bovino, 10 mmol/L de
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B-glicerofosfato, 5 pg/mL de acido ascoérbico e 10 nmol/L de dexametasona.
Culturas de CTMs derivadas de rim foram mantidas em meio de diferenciacao e as
amostras (EBH 1, EBH 2, terpendides, polifendis e quercetina) foram analisadas
na concentragdo de 100 ug/mL por 3 semanas, com duas trocas de meio por
semana. A diferenciacdo celular foi analisada através de coloracdo com Alizarin
Red S, como descrito em protocolos ja estabelecidos (Kim et al., 2006; Rackham
et al.,, 2011). Este experim ento foirealizado em triplicata, e a quantificacdo da
diferenciacdo osteogénica foi realizada por determinagao da densidade e area da
coloragdo com alizarin red S utilizando um programa de andlise de imagens

(Imaged) (Viero et al., 2011).

Ensaio de citotoxicidade

As amostras (terpendides, polifendis e quercetina) foram diluidas em meio
RPMI 1640 (Sigma) imediatamente antes do uso, nas concentragbes de 12.5, 25,
50, 100 e 200 pg/mL.

Células humanas mononucleares foram separadas a partir do sangue de
trés doadores. Sangue venoso heparinizado foi diluido (4:3) com meio Hank’s
(Sigma). As células mononucleares foram isoladas por centrifugacdo com
gradiente Ficoll-Paque® (Amersham), centrifugadas e lavadas duas vezes com
solucdo de Hank’s. Células viaveis foram contadas utilizando azul tripan em uma
camara de Neubauer. As células mononucleares foram lavadas e ressuspendidas
em RPMI em uma concentragdo de 10° células viaveis por mL. Essa suspens&o
de células foi plaqueada/dispensada em uma placa de 96 pogos (100 pyL em cada

poco) e cada amostra foi adicionada imediatamente (100 uL em cada pogo). Os
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experimentos foram feitos em ftriplicata e contendo controles (meio e meio +
DMSO). As células foram incubadas a 37°C e 5% CO,, por 24 e 72 horas. A
viabilidade celular foi determinada por citometria de fluxo apds adigdo de iodeto de
propidio. Analises foram conduzidas em citdmetro FACSCalibur® equipado com
laser de argbnio 488 nm (Becton Dickinson, San Diego, CA, EUA) e utilizando o
softaware CellQuest®. The WinMDI 2.8 (software) foi usado para obtencdo dos
resultados finais (Mendez et al., 2008; Paim et al., 2011). S&o consideradas
citotoxicas as amostras que apresentam uma redugdo minima de 50% da
viabilidade celular (Mendez et al., 2008; Paim et al., 2011). Este experimento foi

realizado em triplicata.

Anidlise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrao de
experimentos em triplicata. A analise estatistica foi feita utilizando Analise da
Variancia (ANOVA), seguido de post test Tukey ou Bonferroni. P < 0,05 foram

considerados como indicativo de significancia.

RESULTADOS
Analise cromatografica

A analise por cromatografia em camada delgada demonstrou que os
extratos brutos hidroetandlico de B. articulata e B. trimera apresentaram
terpendides e polifendis como principais constituintes, de acordo com a coloragao
e fluorescéncia observadas apos revelagdo com anisaldeido sulfurico e reagente

natural (Figura 1 e 2)
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Efeito sobre a proliferagao e viabilidade celular de CTMs

CTMs sofrem expansao clonal mitética apds exposicdo ao meio de
diferenciacéo (Kim et al., 2006; Zuk et al., 2001). Como a expanséo clonal mitética
pode afetar as caracteristicas de diferenciagdo, o objetivo deste ensaio foi avaliar
os efeitos dos extratos e das fracbes sobre a proliferacdo e viabilidade celular,
além da capacidade de adesdo na placa. Apos tratamento com EBH 1, EHB 2,
terpendides, polifendis e quercetina, todos na concentragédo de 100 pg/mL, as
células foram analisadas nos dias 3, 5, 7, 10 e 13 e demonstraram resultados
tempo-dependente, como mostra a Figura 3. Os polifendis induziram diminuigcao
estatisticamente significativa da viabilidade apds o 5° dia de tratamento (dias 7 e
10 = P<0,01; dia 13 = P<0,001). As outras amostras analisadas néao
demonstraram resultados estatisticamente significativos quando comparadas com
o controle (células tratadas somente com meio), mostrando assim, nao afetarem a
viabilidade celular.

A possibilidade de as células estarem se soltando do poco, por efeito do
extrato em sua adesao a placa, foi testada através da analise dos sobrenadantes.
Estes apresentaram poucas células e a maioria presente estava corada com azul
tripan, caracterizando morte celular. Este resultado nos indica que as células estao
tendo uma diminuicdo de sua viabilidade celular apés o tratamento com os
extratos, excluindo assim a hipétese de interferéncia na adesdo das células a

superficie da placa.
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Indugao da diferenciagao osteogénica de CTMs

Com o objetivo de observar os efeitos do tratamento com EBH 1, EHB 2,
terpendides, polifendis e quercetina sobre a diferenciacao celular, as células foram
cultivadas por 3 semanas em contato com estas amostras, na concentragéo de
100 pg/mL. Observou-se durante este tempo de tratamento, que as células
tratadas com polifendis apresentaram uma notavel diminuicdo da viabilidade
celular, de acordo com os ensaios de proliferagdo e analise da viabilidade,
apresentados na Figura 3. Os EBH 1 e 2, a fragdo de terpendides e o flavondide
quercetina apresentaram um significativo aumento da diferenciagao osteogénica
de CTMs, comparando com o controle contendo células cultivadas somente com o

meio de diferenciagdo, como mostra a Figura 4.

Analise morfolégica

As culturas foram observadas ao longo do tratamento com os extratos por
13 dias, em microscopio de fase-contraste invertido, para analise da morfologia
das células. As células tratadas com polifendis, na concentragdo de 100 ug/mL,
apresentaram notaveis alteragdes morfolégicas (Figura 5), apresentando formas
mais alongadas, com perda da visibilidade da membrana celular, diminuicdo do

citoplasma e nucleo pouco visivel.

Ensaio de citotoxicidade
O ensaio de citotoxicidade utilizando células mononucleares humanas foi
realizado com o objetivo de avaliar o provavel potencial citotoxico dos polifendis

nas concentragdes de 12,5 a 200 ug/ml. Foram testados também os terpendides e
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a quercetina, apesar de nao terem apresentado uma diminui¢ao significativa da
viabilidade de CTMs. Somente os polifendis na concentragdo de 200 ug/ml
apresentaram uma inibicdo significativa da viabilidade das células em questéo,
apos 72 horas de incubagéo, mas estes valores nao chegam a diminuir em 50% a

viabilidade celular, o que caracterizaria um perfil citotéxico (Figura 6).

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade de extratos e fragcbes de
espécies de Baccharis, que possuem como componentes majoritarios terpendides
e polifendis como, por exemplo, a rutina e sua aglicona (quercetina), ambos
presentes em B. trimera.

Os resultados obtidos mostram a propensdo de culturas de CTMs de
responder a estimulos de diferentes extratos e fragdes de origem natural na
diferenciacdo osteogénica. A diferenciacdo de CTMs em osteoblastos, células
formadoras de osso, envolve uma série de eventos complexos, que incluem
proliferacdo e diferenciagdo de células osteoprogenitoras, que resultam na
formagdo de mineralizagdo da matriz extracelular (Notoya et al., 2004). Esta
mineralizacdo, que € quantificada como descrito nos materiais e métodos, foi
visualizada em nossos ensaios, mostrando que o flavonéide quercetina, os EBH 1
e 2, e a fracdo de terpenoides de B. frimera induziram diferenciagdo, na
concentragao testada. Os polifendis de B. trimera, neste ensaio, apresentaram
marcante diminuicdo da viabilidade desta linhagem celular (Figura 3), que

provavelmente esta interligada com as alteragées morfoldgicas observadas nas
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células tratadas com esta fragcado (Figura 5). Percebemos claramente na Figura 6
que as poucas células vivas presentes apos o tratamento com esta fracdo estio
coradas, ou seja, diferenciadas. Os outros extratos e fragdes ndo demonstraram
inibicdo da viabilidade celular, inclusive a quercetina, dado este que esta de
acordo com os resultados ja reportados anteriormente, que mostram que ela induz
inibicdo da proliferagao celular, sem afetar a viabilidade (Kim et al., 2006).

Apesar da diminuicdo da viabilidade das CTMs apds tratamento com a
fracdo de polifendis de B. ftrimera, estes compostos nao apresentaram
citotoxicidade frente a células mononucleares humanas, o que mostra que eles
podem vir a ser considerados compostos naturais seguros para a utilizacédo na
engenharia de tecidos. Porém mais estudos ainda sao necessarios, como
avaliacdo de sua capacidade de induzir a diferenciagao celular em concentragdes
menores, que nao afetem a viabilidade das células em questéo.

O flavonoide quercetina ja demonstrou atividade osteoblastica por vias ER
dependentes (vias dependentes de receptor de estrogénio), podendo assim
representar novas ferramentas farmacolégicas para o tratamento da osteoporose
(Prouillet et al., 2004). Ja os estudos de Kim et al., 2006, mostraram que o pré-
tratamento com quercetina resultou em um aumento da diferenciagdo osteogénica
de células do tecido adiposo humano derivadas do estroma (hADSC) e
regeneragcao ossea in vivo,e que estes efeitos ndo estdo associados ao receptor
de estrogénio, o que mostra que este composto pode ser util para engenharia de
tecido 6sseo in vivo, utilizando células-tronco mesenquimais (hCTM).

Os resultados apresentados neste trabalho sido importantes, visto que

plantas medicinais podem servir como instrumentos para o incremento do arsenal

19



terapéutico, e os resultados obtidos neste trabalho mostram que compostos
quimicos presentes em Baccharis trimera e Baccharis articulata podem ser
utilizados na descoberta de novos protétipos para o tratamento de diversas lesdes,

como por exemplo, a osteoporose, através de estudos de quimica medicinal.
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Legendas das figuras

Figura 1. Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos bruto
hidroetandlico de B. articulata e B. trimera. Si gel GFy4 fase movel:
CHCI3:EtOH:AcOH (100:40:6 v/v/v). Agente cromogénico: reagente natural e
anisaldeido sulfurico com posterior aquecimento a 100°C.

Figura 2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do fracionamento da fragao
butandlica (BU) + acetato de etila (AE) com comparagdo com padrdo quercetina
(Q). Final (porcao final da coluna). Si gel GF254 Fase movel: CHCI3:EtOH:AcOH
(100:40:6 v/viv). Agente cromogénico: reagente natural e anisaldeido sulfurico
com posterior aguecimento a 100°C.

Figura 3. Analise da proliferagcdo e viabilidade celular apds tratamento com os
extratos e fracbes de B. frimera e B. articulata na concentragao de 100 ug/ml
(Controle: controle com meio, Controle DMSO: controle com meio + 1% de
DMSO). Diferencas estatisticas determinadas por ANOVA seguido de teste
Bonferroni (p<0,05).

Figura 4. Efeitos dos extratos e fragbes de B. frimera e B. articulata na
diferenciacdo osteogénica de CTMs na concentragéo de 100 ug/ml. O tratamento
com as amostras realizado por um periodo de 3 semanas resultou em um
aumento da diferenciacdo osteogénica de CTMs. (A) a diferenciacdo osteogénica
foi determinada através da coloracédo dos depdsitos de calcificagado formados, com
alizarin red S. x200. (B) A quantificagao da diferenciagdo osteogénica foi realizada
por determinagdo da densidade e area da coloragdo com alizarin red S utilizando
um programa de analise de imagens (ImageJ). Os resultados estado apresentados
como percentagem de controle (média + desvio padrao, n=1). ***P<0,001 quando
comparado com o controle (ANOVA seguido por Tukey).

Figura 5. Analise morfolégica das células apos tratamento com extratos e fracoes
de B. articulata e B. trimera na concentragao de 100 pug/ml. (1= controle, 2= EBH
1, 3= EBH 2, 4= terpendides, 5= polifendis, 6= quercetina). (A) 3 dias apds
tratamento, x100. (B) 13 dias apos tratamento, x200.

Figura 6. Viabilidade celular apds tratamento com a fragdo de polifendis de B.
trimera (C= grupo controle (somente meio), V= veiculo (meio+DMSO 1%).
Diferencas estatisticas determinadas por ANOVA seguido de teste de
Tukey.**P<0,01, comparado com o grupo controle. Valores sdo expressos como
médiatdesvio padrao. (n=3).

24



BT Bar

Figura 1

Figura 2

25



1

g

% Viabilidade celular
8 & 8§ 8

Viabilidade celular

Figura 3

26

LSRN

terpendides
EBH2

controle
controle DMSO
EBH 1
quercetina
polifendis



.
FE IS

@
&
Concentragao (100 pg/mlL)

Figura 4

27



Figura 5

28



««««««««««««««««««
e et ta oottt
2020262262220 % %% % 2% 2% %2

racoes

RO AR
(ng/mL)

Concent

Viabilidade Celular (Polifendis)
¢

8 8 8 ¢ R ©

e spepljigeIn %

29

Figura 6



P medicine

International Journal of Phytotherapy
and Phytopharmacology

Instructions to Authors
Aims and Scope
The following areas are covered:

Clinical, pharmacological, moleculargenomic, pharmacokinetic and bioavailability
studies of standardized plant extracts, fractions, isolated constituents and
phytopharmaceuticals thereof having significant bioactivities or could be promising
candidates for further thorough pharmacological and clinical studies.

1. Basic and stringent Requirements for

consideration of submitted papers:

The standardisation of all above listed plant materials used for the investigations,
has to be carried out by means of HPLC, HPLC/MS or HPLC/NMR-fingerprinting
inclusive the identification and quantitation of the main bioactive compounds which
are or might be responsible for pharmacological activities. The methods have to be
described in details: apparatus, columns, solvent systems, gradient, flow rate,
detection etc. If the authors do not posess the required analytical equipment or
expertise, they are asked to seek cooperation with a phytochemical laboratory. For
all plant materials used in investigations stated as derived from cultivated plants or
from their natural origin, voucher specimens must be deposited in a specific
location with a voucher number. The site (GPS coordinates) and date of collection,
with the

part(s) used in the study, have to be documented.

Without phytochemical standardisation of the plant extracts, the results presented
cannot be pharmacologically reproduced and are not

acceptable for experimental and clinical studies.

Note: With immediate effect Phytomedicine will only accept two revisions of
a manuscript.

2. The following areas have a restricted scope within Phytomedicine:

30



CI[JPapers on the isolation and structure elucidation of novel bioactive compounds
or the development of new analytical methods do not fall into the scope of
Phytomedicine and should be reported elsewhere (e.g. Phytochemistry, Journal of
Chromatography or Phytochemical Analysis). Extraordinary pharmacological and
clinical studies of these novel natural products, however, are welcome.
[1l)Screening results of a large number of plant extracts or plant constituents for
antimicrobial or other pharmacological activities will not be considered unless they
are focused on those plants or constituents which show extraordinary activities in
comparison with internationally accepted positive (reference) compounds.
[11"Dietary Supplements”, “Botanicals” or “Functional Food” are not within the
scope of Phytomedicine unless they are standardized and pharmacologically
investigated analogue to herbal drugs and if the evidences presented are
comparable to therapeutic outcomes of a positive control.

Clinical Studies

[ Clinical studies must be designed, implemented and analyzed in a manner to
meet current standards for clinical trials (GCP = Good Clinical Practice), which are
equivalent to those required for synthetic drugs.

[100For guidelines and necessary information see the following internet address:
www.consortstatement.org with the “Revised Recommendations for Improving the
Quality of Reports of Parallel-Group Randomized Trials” which provides links for
downloading the Consort Statement and a checklist as well as explanatory and
elaboratory documents. Extensions of the Consort Statement for different types of
trials including Herbal Medical Interventions are provided. (The Consort Statement
is available in 10 different languages).

[100Clinical studies must be approved by an Institutional Ethics Committee or its
equivalent and it must be stated in the Method section that the research followed
the guidelines of the Declarationof Helsinki and Tokyo for humans.

Pharmacological and molecular biological studies

(in vitro, ex vivo or in vivo)

[lInvestigations with animals must state in the method section that the research
was conducted in accordance with the internationally accepted principles for
laboratory animal use and care with stating the guidelines (e.g. European
community guidelines/ EEC Directive of 1986 or the US guidelines/ NIH publication
)

[I[’Results have to be based on adequate statistics. Positive controls
(reference/standard compounds) and at least three dose responses for
conventional pharmacological experiments have to be included.

[IlIMany polyphenolic- and terpenoids containing plant extracts exhibit polyvalent
(pleiotropic) activities. Such extracts are of interest for further thorough
pharmacological and therapeutic investigations only if one or two pharmacological
activities are dominant and justify the therapeutic application for specified
indications.

C1JPharmacological studies with herbal drug combinations (e.g. 2-5 plants) will be
accepted only if the single herbal extracts are HPLCfinger printed and their major
bioactive constituents are quantified before the single extracts are mixed

31



(combined) (see also as an example for the 3D-HPLC-analysis of multidrug
combinations Amagaya S. et al., 2001, Phytomedicine 8, 338-342.).

100Two plant extracts or a single constituent of these combined with a synthetic
drug or antibiotic which are suggested to exhibit synergistic effects have to be
investigated by the “isobol method” according to Berenbaum M. 1989,
Pharmacol.Rev. 41: 93-141 (see also Wagner H. and Ulrich-Merzenich G. Synergy
research: Approaching a new generation of phyto-Pharmaceuticals Phytomedicine
16: 97- 110 (2009).

CJLJAntimicrobial evaluation of plants are of scientific value only if these plant
extracts show extraordinary biological activities in comparison with a synthetic or
natural antimicrobial agent standard. It is not useful if the in vitro activity (MIC) of
an extract exceeds 100ug/ml. For the correct determination of MIC values, see
Eloff J.N., 2004, Phytomedicine 11: 3701.

[I[JPapers which describe classes of pharmacological activities such as flavonoids
with antioxidative activity and isoflavones with estrogenic antiinflammatory activity,
will be accepted only if the activities presented exceed those of standard
substances and could be promising candidates for further pharmacological and
clinical investigations.

CIDAIl papers reporting gene expression profiling data

[0 (microarray experiments) should comply with the Minimum Information about
microarray experiments (MIAME) standard:
(www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html). At least two microarrays
should be provided for each experimental condition. Results of selected genes
should be validated by a second method (e.g. RT-PCR) or protein data should be
provided. In addition functional test (animal experiments/clinical data) undertaken
simultaneously are desirable to allow an appraisement of the biological/clinical
relevance of the data. Alternatively, results of in vivo experiments with comparable
dosages can be discussed. The presentation of a sole data collection is not
acceptable. Biologically relevant information should be presented.

Gene nomenclature

Authors should use approved nomenclature for gene symbols. Please consult the
appropriate nomenclature data bases for correct gene names and symbols. “Entrez
Gene” is a useful resource. Approved human gene symbols are provided by HUGO
Gene Nomenclature committee (HGNC):

www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature Approved Mouse symbols are provided by The
Jackson Laboratory: www.informatics.jaxorg/mgihome/nomen Approved C.
elegans symbols are provided by Caenorhabditis Genetics Center:
http://www.cbs.unmn.edu/CGC/Nomenclature/nomenguid.htm For approved S.
cerevisiae and S.pombe Symbols see:
http://yeastgenome.org/help/yeastGeneNomenclature.shtml and respectively:
www.sanger.ac.uk/Projects/S_pombe/SP_Name_FAQ.shtml

Funding body agreements and policies
Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who
publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving

32



requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more about
existing agreements and policies please visit:
www.elsevier.com/fundingbodies

Conflict of interest A statement must be included as a footnote concerning any
sources of financial support to the authors for the conduct of the studies being
submitted. If any of the authors have received compensation from the sponsoring
entities, it should be disclosed. Otherwise please state ‘no conflict to disclose”.

Prevention of Plagiarism

Contributions are accepted on the understanding

that the authors have obtained the necessary authority for publication. Submission
of multiauthored manuscripts implies the consent of each of the authors. The
publisher will assume that the senior or corresponding author has specifically
obtained the approval of all other co-authors to submit the article to this journal.
Submission of an article is understood to imply that it is not being considered for
publication elsewhere and that the author(s) permission to publish his/her article in
this journal implies the exclusive authorization to the publisher to deal with all
issues concerning copyright therein. Further information on copyright can be found
on the Elsevier website.

Preparation and Format of manuscripts

Manuscripts submitted to Phytomedicine should

be structured in the following manner:

Title: Full author names referenced by arabic

superscripts with affiliation and addresses of all

authors, e.g. A. Hymelea, T.H. Iversena, J. Rohloffa*, B. Erhob aDepartment of
Biology, The Plant Biocentre, Norwegian University of Science and Technology
N-7491 Trondheim, Norway binstitute of Pathobiology, Addis Ababa University
P.O. 1176; Addis Abeba, Ethiopia

*The phone, fax and email address of the

corresponding author should be placed on the

cover page.

An Abstract should contain brief information on

purpose, methods, results and conclusions in no

more than 1000 words.

Keywords: Not more than six words

A section of abbreviations should precede the

manuscript with molecular biological content (see also section “microarray data”)
Introduction

Materials and Methods

Results

Discussion

A combined Results and Discussion section may also be appropriate.
Acknowledgement

Literature citations should appear parenthetically in the text as the last name of
the author and year of publication, such as (Wagner, 1992), (Smith and Peters,

33



1991) or (Johnson et al., 1987). Citations should be presented in the bibliography
alphabetically by author names and if two or more publications are used by the
same authors and the same year of publication, lower case letters following the
year of publication should distinguish them, e.g. (Smith, 1990a, b), (Gunter and
Miller 1990b) etc. The correct citation in the bibliography is e.g. Brown, J.H., Tylor
P., 1996. Muscarine receptor agonist and antagonists. In: Hardman, J.G., Limbird,
L.E. (Eds.), Goodman & Gilmans The Pharmacological Basis of Therapeutics.
McGraw- Hill, New York, pp. 141-160. Liu, C.D., Kwan, D., Saxton, R.E.,
McFadden, D.W., 2000. Hypericin and photodynamic therapy decreases human
pancreatic cancer in vitro and in vivo. J. Surgical Res. 93, 137-143.

Nomenclatur of plant materials have to be

studied:

The most recent botanically accepted Latin binominal(s), with authorities, of the
plant(s) used must be given, together with accepted synonymy, if appropriate.
Vernacular names should also be given for plants used in the study. Data on plants
not identified to the species level will not be accepted.

Abbreviations: See “Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals™
(1991) New England Journal of Medicine 324:424-428.

Typewriting, Figures and Tables: The manuscript has to be written in the English
language. Typewritten manuscripts should be double-spaced.

Text, including italics and bold characters, should
be saved as Word or WordPerfect .rtf or .doc documents for Windows.

Figures and Tables: The maximum type area is 17 cm (6.7 inch) width and 22.5
cm (8.9 inch) height.

Figures must be clearly lettered and suitable for

reproduction to fit either one column width (8.2

cm or 3.2 inch) or two-columns width (17 cm or 6.7 inch). In addition to the printed
version figures and tables can be supplied in digital format (EPS, TIFF, JPG or
PPT and XLS format, final resolution 300 dpi for halftones, 1270 dpi for black/white
line drawings).

Colour: If, together with your accepted article, you submit usable colour figures
then Elsevier will ensure, at no additional charge that these figures will appear in
colour on the web (e.g., Science Direct and other sites) regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the print version. Colour figures
can be printed only if the costs are covered by the author (EURO 450.00 for one
colour plate, EUR 350.00 for every following colour plate/ for more than one plate
ask for a cost estimate). For further information on the preparation of electronic
artwork, please see

www.elsevier.com/artworkinstructions

Label each figure with figure number. Figures

34



should be cited in the text as Fig. 1 or Figs. 1 and 2. Figures should be placed after
the References (and Appendices, if any) in the manuscript. They should be
preceded by the figure legends on a separate page. Indicate in the margins of the
manuscript where figures should be placed. Tables should be prepared so that
they can be printed in one column or full page width (see above). Tables should be
submitted at the end of the manuscript, placed on separate pages, double spaced
and numbered sequentially. Indicate in the margins of the manuscript where tables
should be placed.

Tables should be cited in the text as Table 1 or Table 1and 2. Tables containing a
great amount of pharmacological datashould be better presented as instructive
graphs.

Graphical Abstract

Authors are requested to supply a graphical abstract for all types of articles at the
time of the first submission. The graphic should be representative of the central
message of the paper in a concise pictorial form. The dimension of the graphical
abstract are: 5 cm by 17 cm and 200 x 500 pixels. Authors must supply the graphic
separately as a digital file. For an example of a graphical abstract please click
here.

Language Editing

“Phytomedicine” publishes papers in clear and grammatically correct English, in as
much as they are pertinent to the area of interest of the journal and conform to the
specifications mentioned above. Authors who require information about language
editing and copyediting services pre and post-submission please Vvisit:
www.elsevier.com/locate/languagepolishing or our customer support site at
http://epsupport.elsevier.com

Types of Manuscripts

Original Papers

The papers should contain not more than 12-15

typewritten pages or up to 5,000 words, including references, tables and figures.
Previously reported methods should be referenced only. The number of references
should not exceed 30 (except for review articles or reports on microarray data).
Short Communications

They should be condensed to 4-8 typewritten

pages or not more than 2,500 words including references and a maximum of two
illustrations.

Review Articles

Review articles will only be by invitation. Review articles can provide concise and
critical updates on a subject of current interest. Herbal drugmonographs are only
acceptable if they contain the newest pharmacological and toxicological issues and
an outlook on future directions.

Submission of Manuscripts

Please submit your manuscripts electronically to

Elsevier Editorial System (EES):

http://ees.elsevier.com/phymed

35



While submitting please select the type of article: Review, short communication,
Letter to the editor or Original article. In order to allow readers to easily find articles
of her/his special Interest, Phytomedicine has introduced for original articles the
following subcategories:

[1l0Cardiovascular System

([ IDiabetes/ Endocrinology

[I[JGastroenterology

L) Immunology

[10Infections

C10Inflammation

[1JOncology/ Hematology

"1l]Neurology

“10Urology

[1l0Miscellaneous

For further details how to log into EES or questions on how to submit the
manuscript, please see EESguide for authors: http://support.elsevier.com).
Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article
via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and
includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the
terms and conditions of use. Additional paper offprints can be ordered by the
authors. An order form with prices will be sent to the corresponding author.
Navigation

To view or download articles of interest, go to “Phytomedicine home”:
www.phytomedicinejournal.com or “Science direct — Phytomedicine”
www.sciencedirect.com/science/journal/09447 13 If starting from EES, please click
“Journal Info” on the home page of “Phytomedicine”. This leads you to the general
information of the journal. Here click “full text” to assess the recent published
articles and the previous issues.

36



