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RESUMO

O género Baccharis é largamente utilizado na medicina popular, na forma de
infusBes, para controle e/ou tratamento de véarias doencas. Estudos j& comprovaram
a atividade antimicrobiana de Baccharis frente a varios microorganismos. Porém,
existem poucos relatos da acdo de plantas deste género, sobre o microorganismo
Helicobacter pylori. Esta bactéria Gram-negativa, microaerdfila, estd associada as
Ulceras pépticas duodenais ou gastricas, e ao desenvolvimento de adenocarcinoma
gastrico. Desta forma, com a realizagdo deste trabalho buscou-se avaliar in vitro, a
atividade antimicrobiana de extratos aquosos e etandlicos de quatro amostras da
espécie Baccharis trimera, coletadas nas cidades de Marques de Souza (RS), Mata
(RS), Santa Clara do Sul (RS) e Westfalia (RS), e de duas amostras da espécie
Baccharis articulata, coletadas nas cidades Mata (RS) e Santa Clara do Sul (RS). As
atividades foram determinadas através da obtencdo das Concentracdes Inibitérias
Minimas (CIM), e das Concentracbes Bactericidas Minimas (CBM) dos extratos.
Todos o0s extratos etandlicos, tanto de B. trimera, como de B. articulata
apresentaram atividades antimicrobianas, porém apenas um, dos seis extratos
aguosos, apresentou atividade (CIM 2500 uyg/mL). Trés das quatro amostras de B.
trimera apresentaram CIM 312,5 pg/mL, mesmo coletadas em locais diferentes. As
duas amostras de B. articulata, também coletadas em locais diferentes,
apresentaram CIM 625 pg/mL. Os valores das CBM foram idénticos aos encontrados
para as CIM em cinco das seis amostras. Os resultados demonstram que 0s extratos
etandlicos de B. trimera apresentaram atividade antimicrobiana ligeiramente superior
a B. articulata. Ainda, observou-se que a atividade antimicrobiana foi pouco
influenciada pelo local de coleta.

Palavras-chave: Baccharis, extratos vegetais, Helicobacter pylori, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

The genus Baccharis is widely used in folk medicine as teas, to control and/or
treatment of various diseases. Studies have demonstrated the antimicrobial activity of
Baccharis front of several microorganisms. However, there are few reports of the
action plans of its kind on the microorganism Helicobacter pylori. This gram-negative
microorganism, microaerophilic is associated with peptic duodenal or gastric ulcers,
and the development of gastric adenocarcinoma. Thus, with this work was to
evaluate in vitro, the antimicrobial activity of aqueous and ethanolic extracts of four
specimens of the species Baccharis trimera, collected in the cities of Marques de
Souza (RS), Mata (RS), Santa Clara do Sul (RS) and Westfalia (RS), and of two
specimens of the species Baccharis articulata, collected in Mata (RS) and Santa
Clara do Sul (RS). These activities were determined by obtaining the Minimum
Inhibitory Concentrations (MIC), as well as the Minimum Bactericidal Concentrations
(MBC) of the above mentioned extracts. All the ethanolic extracts, both of B. trimera
and of B. articulata have presented antimicrobial activity; on the other hand, only one
among the six agueous extracts has presented activity (MIC 2500ug/mL). Three
among the four specimens of B. trimera have presented MIC 312,5 ug/mL, although
they had been collected from distinct locations. Both specimens of B. articulata, also
collected from different places, have presented MIC 625 u/mL. The MBC values were
identical to those found for the MIC in five out of the six specimens. The results show
that the ethanolic extracts of B. trimera have presented a slightly higher antimicrobial
activity in comparison to those of B. articulata. Furthermore, it was observed that the
antimicrobial activity had little influence from the place of collection.

Keywords: Baccharis, plant extracts, Helicobacter pylori, antimicrobial activity.



LISTAS DE FIGURAS

FIGURA 1 — ESPECIE B. tHIMEIa......uuuuiiiiieeiiiieeiiiie et e et e e e e e e eennnes 28
FIGURA 2 — ESpécie B. artiCUlata. ...........ccovvveruiiiiiiei i et e e 29
FIGURA 3 - H. pylori observada ao microscépio eletrénico. ...........cccccvvvvvvrnnnnvnnnnnnns 39
FIGURA 4 - Prevaléncia do H. pylori N0 MUNdO. ...........uuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 41
FIGURA 5 - Colonias de H. PYIOri.......ciii i 46
FIGURA 6 - Diluicdes dos extratos etanOliCOS..............uuuuurrrimiiiiimiiiiiiiieiiinnennnnnnnannn. 64
FIGURA 7 - Diluicfes doS extratoS aqUOSOS. .......oieeeeeeiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeessininseeeeeeeeennnns 64

FIGURA 8 - PLACA A - Demonstracao da aplicacdo em triplicata do EE1, EE2, EES3,
do antimicrobiano (claritromicina), do controle positivo (meio + in6culo), e do controle
negativo (Meio SEM INOCUID).........ooiieiiiiiiiii e e e 67
FIGURA 9 - Jarras de acrilico dentro da estufa................uuueuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 68

FIGURA 12 - Altura da coluna de espuma (em cm) formada pelos extratos
BLANGIICOS. ... 76
FIGURA 13 - A) Cromatografia em Camada Delgada para identificacdo da presenca
de Flavondides nos seis extratos aquosos e o padrdo (P). B) Cromatografia em
Camada Delgada para identificacdo da presenca de Flavondides nos seis extratos
etanolicos € 0 PAAIE0 (P). «ooooeeeeeeeeeeee 78
FIGURA 14 — Gréfico dos valores da CIM (ug/mL) e da CBM (ug/mL) encontrados

para cada extrato etanolico testado. ............ceieiiiiiiiiiiie s 83



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Prevaléncia de infeccdo por H. pylori em diferentes populacdes

brasileiras assintométicas, em valores percentuais e absolutos. .............cccvvveveeeennn. 42
TABELA 2 - Identificac@o e procedéncia das amostras. .........cccceeeveeeeeeeeeeiiiiinneeeenn, 56
TABELA 3: Siglas atribuidas aos extratos aquosos e etanodlicos. .........cccccccceeeeeenee.. 57

TABELA 4 - Rendimentos dos extratos etandlicos e aquosos das seis espécies de

o T o] g = 1 70
TABELA 5 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Alcaldides............. 72
TABELA 6 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Cumarinas............ 73
TABELA 7 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Saponinas. ........... 75

TABELA 8 - Resultados encontrados no screening dos extratos para Flavonoides..78
TABELA 9 - Resultado do screening dos e extratos para taninos. ..........ccccveeeeeeeenn. 80
TABELA 10 - Concentracbes de CIM (ug/mL) encontradas para 0s extratos
BLANGIICOS. ... 81
TABELA 11- Valores da CBMs (ug/mL) obtidas a partir dos extratos etandlicos. .....82
TABELA 12 - Valores das CIM (ug/mL) e CBM (ug/mL) para os extratos aquosos. .84



AINEs
ATCC
Cag
CBMs
CLAE
CIMs
COX
DMSO
FeCl;
H. pylori
HCI
HIV
IBP
IL8
KOH
LDH
mg
MgO
mL
OMS
P.A.
pH
PMN

LISTA DE ABREVIATURAS

Antiinflamatérios Nao Esteroidais
American Type Culture Collection
Citotoxigénicas cytotoxin associated gene
Concentra¢cfes Bactericidas Minimas
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Concentracg@es Inibitérias Minimas
Enzima ciclo-oxigenase
Dimetilsulfoxido

Cloreto Férrico

Helicobacter pylori

Acido Cloridrico

Virus da Imunodeficiéncia Humana
Inibidor da Bomba Protonica
Interleucina 8

Hidroxido de Potassio

Lactato Desidrogenase

Miligramas

Oxido de Magnésio

Mililitros

Organizacdo Mundial da Saude

Para analise

Potencial Hidrogenidnico

Polimorfonucleares



TSA Agar Soja Tryptona
TSB Caldo Soja Tryptona

um Micrometros

g Microgramas



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...ttt ae et enn, 17
1.1 CONTEXTUALIZACAO/APRESENTACAO........ciiieeieeeeeeeeee e 17
1.2 JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO TRABALHO ......ooveveveceeeeeeceeeeeeee, 19
2. OBUIETIVOS ..ottt e ettt et e e e e e s e st e e e e e e e e e e nnnnnreees 21
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e et e e e e e e e eaa s 21
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 21
3. FUNDAMENTAGAO TEORICA .....ooiiiiieieiieeieieieiee et 22
3.1 EMPREGO DE PLANTAS MEDICINAIS ...ttt 22
3.2 GENERO BACCHARIS ..ottt ettt 23
3.2.1 BACChariS tHIMEIA ..cceeee e 25
3.2.2. BaccCharis artiCUlAtal..........ccoveeeieeeieiiiee e e e e 28
3.2.3 SCREENING FITOQUIMICO .....couiiiiiieeiecee et 29
I B I Y o7 1o o = 30
3.2.3.2 FIAVONGIAES ... 30
I B O ¥ [ ¢ 1 = - T TR 31
A B A - T o1 11 = 1 PSS 31
0 78 T I~ T 01107 1 P 32
3.2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA . ... e 33
3.2.4.1 Agentes AntiMICrODIANOS.........coiiiiiiii e 33
3.2.4.2 Atividade da Sazonalidade sobre a Atividade Antimicrobiana....................... 34
3.2.4.3 Resisténcia ANtIMICroDIANA ...........uuuiiiie e 35
3.3 HELICOBACTER PYLORI ..cciiiiititieitee ettt a e 36
G0 J01 I Y/ o 1 (0] 0T |- WP 38

3.3.2 Epidemiologia do H. PYIOTi.....ccoooeiiiieeeeeeeeeeeeeee 39



3.3.3 BHIOPALOGENIA ... 42

3.3.4 Mecanismo de Acao do H. pylori sobre a Mucosa Gastrica.............c.ceeevvvvnnnnn. 43
3.3 5 TrANSIMISSAD ....ccc i e i 44
3,36 ISOIAMENTO ... 45
G R T O 1|1 (1 - WS PPT 46
3.3.8 Fatores genéticos e de viruléncia do H. pYIOri.......ccoooeeeiiiiiiiiiiiiie e, 46
3.3.9 ASPECLOS CHNMICOS.....ccieiiiiiiie e e e e e e e e e e e e 48
3.3.10 Diagnéstico da infecGao por H. PYIOFi .......ceuuiiiiiiiieeiiiiieeee e 48
3.3.11 Quando tratar infeccdes por H. PYIOFi.......ccoovveiiiiiiiiei e, 49
3.3.12 Esquemas terapéuticos para tratamento das infeccdes por H. pylori............. 50
3.3.13 Controle da erradiCaCaO ..........ccvvvuruuiiiii e e e e e e 51
3.4 ULCERAS PEPTICAS NO HOMEM.......ccootiiiiiiiieiiinieieee s 52
3.5 USO DE ANTINIFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINE) E H. PYLORI.....53
3.6 ADENOCARCINOMA GASTRICO ...ttt 54
4. METODOLOGIA. ...ttt e et e e e e e e e s e e e e e e e e e e e s annnenees 55
4.1 MATERIAL VEGETAL .. .ottt ettt e e e e e e en e e e e e s e e nnnnnnnees 55
4.2 OBTENQAO DOS EXTRATOS ... 57
1 - Y (o N =] 7= 1 ] o o 57
4.2.2 EXITALO AOUOSO ....ceevviiiiieeeeeeeeeeetiiia e e e e e e et et s e e e e e e et e e s s e e e e e e e e e e e nnnn e e e 57
4.2.3 Rendimentos dOS EXIFAtOS ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee et 58
4.3 SCREENING DOS EXTRATOS ..ot 58
2 0t R 1= T 11 101 7S 58
I B @1 ¥ ] o 4 F= U = T S 59
G TG B ST o L] 11 = LSO 59
G Fo\V o] (o o [ PP 60
4.3.5 AICAIOIUES ... 61
4.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO ....cooiiiiiiiiiiiee et 61
4.4.1 DIlUICAO A0S EXIIALOS .....uiieeeeeiieeeiiee e e e e e e e e e e e e e e e 62
4.4.2 Farmaco antimicrobiano Padrai0...........ccooivviiiiiiiiiei e 63

4.4.3 Determinacédo da concentracdo do farmaco padrao em cromatografia liquida de

A B I C BN G A ..o 63
4.4.4 CONrole dO IUBNLE ... e 63
VAR NSl == To [ £ ] a V2= Vox= To Mo [ I 1 [o Tox U | Lo 64

4.4.6 Controle do MICrOOrganISIMIO .......cceviiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 65



4.4.7 Concentracgdo Inibitoria Minima - CIM ...t 65

4.4.8 Confirmag&o da Concentragdo Inibitoria Minima.........ccccoooiiiiiiiiiiiieenn 69
4.4.9 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) .........ccccccceeeeeeeen. 69
4.5 ANALISES ESTATISTICAS ....ooviiiiieeieieereseeie ettt 69
5. RESULTADOS ...t e e e e e e et e e et e e e e e eanaeeenas 70
5.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS .. .ot 70
5.2 SCREENING FITOQUIMICO .....ooiiiiie ettt 71
5.2.1 Presenca de AlCAlOIAES .........ccoeeiieeiiie e 71
5.2.2 Presenca de CUMAINAS ........cooeieieieeeeeee e 73
5.2.3 Presenca de SAPONINAS ........ccooeiiiiiieieeeeeeeee e 74
5.2.4 Presenca de FIavonOIdES ........cccoovviiiiiiii i 76
5.2.5 Presenca de TaNINOS. .......uiiiieeeeiiiiiiiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeenaanaanas 79
5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA . ..o e e 80
5.3.1 Concentragdo de Claritromicina soltuvel, dosada em CLAE ....................co..... 81

5.3.2 Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos
BLANOIICOS ... 81
5.3.3 Resultados da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para os extratos
BLANGIICOS ... 82

5.3.4 Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos aquosos

2 0 |10 10 1 PP 84
B. DISCUSSAD ..ottt e e e e e e e e e e e, 85
7. CONSIDERACGOES FINAIS ..ottt 90

REFERENCIAS ....ccc oo ettt e e e e, 92



1. INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO/APRESENTACAO

Nas ultimas décadas, o uso de preparacbes a base de plantas, tem se
intensificado em decorréncia de resultados negativos obtidos em tratamentos com a
medicina convencional, por prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto de
medicamentos de origem sintética, pelo crescimento da consciéncia ecologica, pela
crenca popular de que o natural é inofensivo, e pelo fato de amplas camadas da

populacao nédo ter acesso aos medicamentos (RATES, 2001).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida, na maior parte do
mundo, a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) reconhece que grande parte da
populacado, dos paises em desenvolvimento, depende da medicina tradicional para
sua atencao primaria, sendo que, 80% desta populacdo utilizam préticas tradicionais
nos seus cuidados basicos de salde, e 85% destes fazem uso de plantas medicinais

ou preparacdes a base destas (BRASIL, 2006, p.11).

O Brasil é detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou no
acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de
geracdo a geracado, entre os quais se destaca o vasto acervo de conhecimentos

sobre manejo e uso de plantas medicinais (BRASIL, 2006, p.14).

O emprego de plantas como substrato para a fabricacdo de medicamentos, e
a sua utilizacdo em préticas populares e tradicionais como remédios caseiros e

comunitarios, processo conhecido como medicina tradicional, representa um campo
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a ser explorado, através do desenvolvimento de estudos baseados nestes
conhecimentos populares, buscando o uso sustentavel da biodiversidade, através do

reconhecimento e aproveitamento do conhecimento popular.

Sendo assim, o0 desenvolvimento de pesquisas com plantas, pode
proporcionar a obtencdo de novas substancias ativas, que podem servir de modelos
moleculares para o desenvolvimento de novos medicamentos para patologias, cujos
tratamentos atuais ndo sado considerados satisfatorios, como por exemplo,

medicamentos antitumorais, antivirais e antimicrobianos (MENTZ et al., 1997).

A é4rea de produtos naturais € a responsavel pela obtencdo de
aproximadamente 50% de pequenas moléculas que constituem novas entidades
quimicas aprovadas, considerando-se as categorias: produtos naturais propriamente
ditos, derivados de produtos naturais, produtos sintéticos cujo farmacéforo® foi
desenvolvido a partir de um produto natural e produtos sintéticos. Esta informacgéo
retrata a continua importancia do papel exercido pelos produtos de origem natural
(NEWMAN et al., 2003).

Dentre os diversos géneros de plantas utilizados pela populagéo brasileira,
destaca-se 0 género Baccharis. As espécies pertencentes a este género sao
conhecidas como carquejas, e tém sido estudadas sob o ponto de vista quimico e
biolégico. A grande quantidade de estudos envolvendo este grupo de plantas esta

relacionada a sua vasta utilizacdo popular.

Este género estd amplamente distribuido principalmente em regides tropicais
do Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e México (ABAD e BERMEJO, 2007). Apesar
dos numerosos estudos sobre as espécies pertencentes ao género Baccharis, ainda
se tem dificuldades na sua diferenciacdo botanica. Fato, que ocasiona confuséo

entre a populacdo, que acaba utilizando indistintamente a planta.

Por ser uma planta muito utilizada para diversos males, o desenvolvimento de

estudos que demonstrem as atividades farmacoldgicas, os efeitos colaterais, as

! Conjunto de atomos responsaveis pela atividade biolégica.
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possiveis interacdes entre plantas e medicamentos, a posologia correta, e mais
informagdes sobre a diferenciacdo botanica, evitardo erros na aplicabilidade desta

planta.

Diversos trabalhos tém relatado a atividade antimicrobiana de espécies de
Baccharis sobre uma variada gama de bactérias. Porém, existem poucos trabalhos
investigando esta atividade frente ao microorganismo Helicobacter pylori. Esta
bactéria esta presente em grande parcela da populacéo, e esta associada as Ulceras

pépticas e duodenais, e ao cancer gastrico.

Para erradicacdo deste microorganismo, € recomendado o emprego de
terapias triplices, geralmente com a associacdo de dois antimicrobianos e um anti-
secretor. Experiéncias com um Unico antimicrobiano sdo, geralmente, ineficazes.
Todavia, nos dultimos anos, o surgimento de cepas resistentes as terapias
empregadas tornou-se mais comum, levando a comunidade cientifica a se voltar
para o desenvolvimento de novos medicamentos que possam atuar como OpGao
terapéutica ao tratamento (NETTO et al., 2008).

Sendo assim, como a carqueja possui uso popular amplamente difundido para
o tratamento de problemas gastricos, e sabendo-se da associacdo do H. pylori a
estas patologias, a realizacdo deste trabalho buscou avaliar in vitro, se extratos
aguosos e etandlicos das espécies Baccharis trimera e Baccharis articulata,

apresentam atividade antimicrobiana sobre este microorganismo.

1.2 JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO TRABALHO

Sabendo-se que o Brasil possui uma rica biodiversidade, que esta diminuindo
com o passar dos anos, € de suma importancia que a comunidade cientifica se
engaje em pesquisar e descobrir novas moléculas com atividades biologicas

importantes.

E esta busca por novas alternativas ao tratamento do H. pylori que justifica o

trabalho proposto. Tendo em vista, que esta bactéria coloniza mais da metade da
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populacdo mundial, que necessita da associagcdo de antimicrobianos para sua
erradicacdo e, principalmente, pelo surgimento de cepas resistentes aos

antimicrobianos empregados.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos etandlicos e aquosos,
das espeécies Baccharis trimera e Baccharis articulata, frente ao microorganismo

Helicobacter pylori.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos etandlicos e aquosos

de quatro amostras B. trimera e duas amostras B. articulata, frente ao H.
pylori.

v' Comparar a presenca de constituintes quimicos encontrados no screening
fitoquimico entre as duas espécies de Baccharis, e correlacionar com os

resultados de suas atividades antimicrobianas.

v" Verificar se ocorrem variagdes significativas nos valores obtidos para as CIMs

e CBMs, entre as duas espécies analisadas.

v Verificar se os valores de CIM e CBM encontrados para cada espécie, sofrem

alteragdes significativas, quando coletados em locais diferentes.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 EMPREGO DE PLANTAS MEDICINAIS

Nas ultimas décadas houve uma gama de trabalhos cientificos publicados

relatando a descoberta de novos produtos naturais, e boa parte destes tinham como

ponto de partida as informacdes obtidas de comunidades tradicionais (SIMOES et

al., 2003, p.99).

A vasta gama de informacOes sobre o uso de centenas de plantas como
‘remédios” em todos os lugares do mundo leva a necessidade de se
desenvolver métodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar
cientificamente o valor terapéutico de espécies vegetais. Como a maior
parte da flora é ainda desconhecida do ponto de vista quimico, bem como o
saber tradicional associado a flora util, predominantemente em paises em
desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o acelerado processo de
mudanca cultural acrescentam um senso de urgéncia em garantir o registro
desse saber, inclusive para o cientifico (SIMOES et al., 2003, p.97).

A utilizacdo das plantas com fonte de medicamentos para o tratamento das

enfermidades que acometem a espécie humana, remonta a idade antiga.

Certamente, a terapéutica moderna, composta por um grande numero de

medicamentos com ac¢bes especificas sobre receptores, enzimas e canais ibnicos,

nao teriam atingindo o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos

produtos naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores (YUNES e
CALIXTO, 2001, p.298).

Apesar do desenvolvimento nas areas de sintese organica, microbiologia

industrial, biologia molecular, boa parcela dos farmacos continuam sendo obtidos a
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partir de matérias-primas vegetais. Possivelmente, dificuldades na obtencéo sintética
de moléculas com a mesma estereoquimica, e inviabilidades econdémicas, sejam
fatores determinantes para este continuo emprego das matérias-primas vegetais
(SIMOES et al., 2003, p. 305).

Para o desenvolvimento de um medicamento novo sdo necessarios grandes
investimentos financeiros (cerca de 350 a 500 milhdes de dolares e um periodo de
10 a 15 anos de pesquisa), valor que muitas vezes € maior que o produto interno
bruto de alguns paises, e o preco final para o consumidor € geralmente elevado.
Desta forma, a populacdo de muitos paises pobres e em desenvolvimento ndo tem
acesso a medicina moderna para o tratamento de suas enfermidades (YUNES &
CALIXTO, 2001, p.298).

3.2 GENERO Baccharis

O género Baccharis pertence a tribo Astereae, subtribo Baccharidinae, familia
Asteraceae. O nome Baccharis foi dado por Linnaeus, que descreveu 0 género em
1753. Anos mais tarde, De Candolle (1836, apud PIRES, 2004) relacionou 225
espécies para o género, sendo desta, 95 para a flora do Brasil. A maior contribuicéo
para o conhecimento do género foi o estudo realizado por Malagarriga Heras (1976,
apud PIRES, 2004), com a elaboracdo de um catalogo que inclui a maioria dos
nomes até entdo publicados, reconhecendo um total de 431 espécies e 80 entidades

infraespecificas.

Até 2005, o género Baccharis incluia mais de 500 espécies, distribuidas dos
Estados Unidos a Argentina, sendo que 90% estavam distribuidas na América do
Sul. Normalmente, s&o arbustos perenes de 50 cm a 4 m de altura (BUDEL et al.,
2005).

Plantas deste género possuem como caracteristica marcante a presenca de
cladodios que fazem o papel de folha, uma vez que estas estéo totalmente ausentes
ou mostram-se reduzidas, com fungéo fisiologica restrita para a planta (BARROSO,
1976).
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Apresentam elevado valor soOcio-econdmico, com ampla dispersdo nos
estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, entre outras
regides do pais, onde grande numero delas € utilizado pela populacéo para controle

e/ou tratamento de varias doencas (VEIGA et al., 2005).

Ainda, as espécies deste género sdo importantes economicamente para o
homem, pois ajudam no combate a erosédo, e podem ser utilizadas como plantas
ornamentais. Porém, podem se apresentar como pragas de dificil combate em
pastagens, podendo intoxicar o gado. Entretanto, o destaque maior destas, esta na
medicina, onde varias espécies sdo utilizadas popularmente (CARNEIRO &
FERNANDES, 1996).

Ocorrem naturalmente em solos pedregosos, as margens das estradas,
barrancos, ou lugares umidos nas ribanceiras dos rios e até 2800m de altitude,

preferindo condicBes de pleno sol para seu crescimento (BONA, 2002).

Ha muito tempo, plantas deste género vém sendo utilizadas pela populacdo
brasileira, principalmente na forma de infusdes, para tratar diversos disturbios, como
problemas hepaticos e gastrintestinais, maléria, diabetes, Ulceras, amidalite, angina,
anemia, diarréia, inflamacdo das vias urinarias, alergias, gases, doencas venéreas,
desordens renais, lepra e disturbios circulatérios (MARTINS et al.,1995; SOUZA &
MATOS, 1991; ALMEIDA, 1993).

Verdi et al. (2005) afirma que o género Baccharis, por sua ampla distribuicdo
geografica e grande variedade de espécies, associado ao notavel destaque na
medicina popular do Brasil e em outros paises da América do Sul, apresenta estudos
de atividade biolégica um tanto timidos. Segundo os autores, seu grande potencial
em metabdlitos secundarios e atividades descritas na medicina popular, deixam um

vastissimo campo aberto para a pesquisa de novas moléculas ativas.

As propriedades medicinais atribuidas a este género de plantas séo alvos de
investigacdes pela comunidade cientifica na tentativa de caracterizar seus principios
farmacologicamente ativos. Até 2003, apenas aproximadamente 15% das espécies

deste género haviam sido caracterizadas fitoquimicamente (MOREIRA et al., 2003).
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A fitoquimica do género Baccharis tem sido extensivamente estudada desde
1900. Atualmente, mais de 150 compostos foram isolados e identificados a partir
desse género. Os compostos mais comumente encontrados séo os diterpendides, os
compostos fendlicos (principalmente flavondides) e 6leos essenciais (ABAD &
BERMEJO, 2007).

Como esse grupo de plantas se destaca pela sua utilizacdo na medicina
popular Brasileira, muitos trabalhos foram desenvolvidos buscando comprovar as
acOes farmacoldgicas de extratos de Baccharis, como a atividade antimicrobiana
(AVANCINI et al., 2000; FERESIN et al., 2001, BETONI et al., 2006; FURMANN et
al., 2007; BORGES, 2007; SCHIMIDT et al., 2008), anti-HIV (SANCHEZ-PALOMINO
et al., 2002), espasmolitica (ROJAS et al., 1999; WEIMANN et al.,, 2002),
gastroprotetora e antidiarréica (BAGGIO et al., 2003; RUIZ et al., 2008; GAMBERINI
et al., 1991), antiinflamatéria (LEITE et al., 2007; CIFUENTE et al., 2001; ABAD et
al., 2006; GENE et al., 1996), antidiabética (JANUARIO et al., 2004), anti-reumaticas
(SIMOES et al., 1998), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2004) e antiviral (ZANON et
al., 1999).

O emprego de espécies de Baccharis para melhora das alteracdes
gastrintestinais é bastante disseminado popularmente. Baggio et al. (2003)
estudaram o efeito do extrato aquoso das folhas de Baccharis ilinita sobre o trato
gastrintestinal de ratos e concluiram que a planta testada tem efeito protetor sobre
lesBes gastricas, através da manutencao de fatores fisiol6gicos protetores como o

muco gastrico.

3.2.1 Baccharis trimera

Baccharis trimera (Less.) A.P. de Candolle, cujo nome vulgar é carqueja ou

cargueja amargosa, € nativa dos campos e beiras de matas do sul do Brasil, Bolivia,

Paraguai, Uruguai e norte da Argentina (ALICE et al., 1995, p.40) (Figura 1).
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B. trimera é a espécie com maior nimero de estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos do género Baccharis. Devido a semelhanca entre as espécies deste
género, outras espécies sao chamadas popularmente de carqueja e, por isso, sdo

utilizadas indistintamente pela populacéo (SIMOES et al., 1998).

Segundo Borella et al. (2001), B. trimera tem grade utilizagcdo na producédo de
medicamentos fitoterapicos industrializados ou magistrais, e € a espécie mais
comum do género Baccharis. Esta espécie pode ser encontrada em todo Brasil, mas

concentra-se na regiao sul.

Muitos estudos de constituicdo quimica tém sido relatados para as espécies
de carqueja, principalmente em relacdo a classe de flavondides. Dentre os
constituintes quimicos da B. trimera descritos estdo: lactonas diterpénicas,
flavonoides, saponinas, taninos, polifendis e 6leo essencial (acetato de carquejol,
nopineno, calameno, a e B cardineno, eledol, eudesmol, sendo que destes o

carquejol é considerado o principal principio ativo) (SIMOES et al., 1998).

Pesquisa realizada por Furman et al. (2007) demonstrou que, tanto o extrato
aguoso, quanto o etandlico de B. trimera apresentaram capacidade de exercer uma
acao interferente sobre a atividade antimicrobiana com antibiéticos ensaiados. Na
comparacdo dos halos de inibicdo dos antibioticos testados, e os halos dos
embebidos com os extratos, ambos mostraram-se maiores quando comparados aos
do halo padrédo, ou seja, houve uma interagcdo mais acentuada quando empregada a
planta concomitantemente com antibiéticos. Desta forma, segundo os autores, 0 uso
de produtos derivados desta planta pode, em algumas situacdes, interferir sobre a

efetividade de antibioticos usados no tratamento clinico.

A indicacdo popular do emprego desta planta como antiacida e anti-
dispéptica, foi constatado por Gamberini et al. (1991), utilizando o extrato aquoso de
B. trimera em ratos e camundongos, onde constataram uma reducao tanto na
secrecédo acida do estbmago, quanto no aparecimento de lesdes gastricas, induzidas

por estresse.
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Ainda, Dias et al. (2009) demonstraram que o extrato bruto liofilizado de B.
trimera reduziu em aproximadamente 90% a area total de lesédo ulcerativa, induzida
por solucdo de acido cloridrico em etanol. Também, observaram que nas
concentractes de 400 mg/kg e 200 mg/kg do extrato, as reducdes da area total de
lesdo apresentaram-se muito préximas, indicando que a relacdo dose-efeito
provavelmente ocorre abaixo de 400 mg/kg, uma vez que ndo houve diferenca

aparente acima de 200 mg/kg.

Extratos de B. trimera, obtidos pelos solventes hexano e diclorometano,
apresentaram atividade antimicrobiana semelhante com 57% das bactérias Gram-
positivas e 46% das bactérias Gram-negativas testadas. Porém, o extrato obtido pelo
solvente acetonitrila ndo demonstrou atividade antimicrobiana sobre as bactérias
Gram-positivas, mantendo a taxa de inibicdo com 46% das bactérias Gram-
negativas testadas (BORGES, 2007).

Avancini et al. (2000) constataram a atividade antimicrobiana (bacteriostéatica
e bactericida) do decocto de B. trimera contra isolados de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas in vitro, possibilitando sua utilizacdo como anti-séptico e
desinfetante, mostrando a correlacdo entre os dados experimentais e o uso relatado

popularmente.

Schmidt et al. (2008) demonstraram atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos de B. trimera sobre as bactérias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Streptoccocus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis e Bacillus subtilis.

Estudos realizados por Leite et al. (2007), com extrato aquoso de B. trimera,
demonstraram eficiéncia na diminuicdo de leucdcitos (principalmente dos leucécitos
Polimorfonucleares - PMN, que séo as células aumentadas caracteristicamente na
inflamagéo aguda) e na atividade da enzima Lactato desidrogenase - LDH (enzima
liberada em conseqiéncia da lesdo ou morte celular), referindo atividade

antiinflamtéria e citoprotetora do extrato aquoso da B. trimera.
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FIGURA 1 — Espécie B. trimera.
Fonte: Heiden et al. (2006).

3.2.2. Baccharis articulata

7

Baccharis articulata (Lam.) Pers. cujo nome popular & carqueja-doce,

carquejinha ou carqueja-do-morro é nativa do sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e
norte e centro da Argentina (ALICE et al., 1995, p.36) (Figura 2).

As propriedades do decoto ou infusdo desta espécie, sdo conhecidos na
medicina tradicional como antidiabética, diurética, digestiva entre outras (ABAD et
al., 2007).

E visivel na identificacido macroscépica, que os ramos de B. articulata
apresentam alas articuladas com extremidades arredondadas e coloracdo
acinzentada, que a diferencia da B. trimera (SIQUEIRA et al., 1988). Ainda, B.
articulata é bilada, enquanto B. trimera é trilada, outra diferenca é a cuticula lisa, que
em B. trimera é estriada (CORTADI et al., 1999 apud Budel et al., 2005).

O extrato etandlico desta espécie apresentou atividade antiviral, sendo capaz
de inibir a infectabilidade do virus Vero Celis-pseudorabies RC/79 (virus herpes suis)
(ZANON et al., 1999).
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FIGURA 2 — Espécie B. articulata.
Fonte: Heiden et al. (2006).

3.2.3 SCREENING FITOQUIMICO

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois
grandes grupos: os metabdlitos primarios ou grandes moléculas (lipideos, protideos
e glicideos) e os metabdlitos secundarios, que atuam primeiramente na defesa do
vegetal, e como toxinas (alcaldides, saponinas, cumarinas, etc.). Por outro lado,
alguns metabdlitos secundarios atuam de maneira oposta, atraindo insetos,
passaros, entre outros, responsaveis pela polinizacdo de muitas plantas (como os
flavonoides) (SIMOES et al., 2003, p. 68).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer estes constituintes
quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca (SIMOES et al., 2001,
p.165). Classicamente, em analises preliminares (sem o objetivo de isolamento de
substancias quimicas), a caracterizacdo dos principais grupos de substancias
vegetais de interesse tem sido conseguida pela realizacdo de reagfes quimicas que
resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico (SIMOES
etal., 2003, p.171).
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3.2.3.1 Alcalbéides

Os alcal6ides possuem grande importancia farmacéutica, assim como o
conhecimento das suas propriedades quimicas. O termo alcaldide tem sido utilizado
para denominar substancias nitrogenadas, de carater basico, isolados
principalmente de vegetais, derivados de aminoacidos e, que apresentam acao
bioldgica, normalmente sobre o Sistema Nervoso Central, apesar da grande variacao
estrutural do grupo (BIAVATTI & LEITE, 2005, p.61).

Muitas plantas que possuem alcaldides séo evitadas por animais ou insetos
em sua dieta, principalmente pelo fato de a maioria dos alcaldides terem sabor
amargo e desagradavel (SIMOES et al., 2001, p.69).

Simbes et al. (2003, p.665) descrevem varias atividades bioldgicas

relacionadas aos alcaldides, como: atividade amebicida, anticolinérgica, anti-

hipertensiva, antimalarica, diurética, antiviral, entre outras.

3.2.3.2 Flavonoides

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis, presentes em
relativa abundéancia entre os metabdlitos secundéarios de vegetais. Uma substancia
fendlica ou polifendlica € aquela que possui um ou mais nucleos aromaticos,
contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais, tais como

ésteres, éteres, glicosideos e outros (SIMOES et al., 2003, p.501).

Os flavondides, juntamente com os diterpenos, sdo compostos de maior
ocorréncia no género Baccharis. Apresentam-se normalmente como agliconas livres?
e muito raramente na forma glicosilada, o que é uma caracteristica da familia
Asteraceae (VERDI et al., 2005).

% Ocorrem quando os metabdlitos (flavondides) nédo estéo conjugados com acgucares (SIMOES et al.,
2003, p.501).
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Diversas func¢des séo atribuidas aos flavonoides nas plantas, dentre elas,
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecéo
contra insetos, fungos, virus e bactérias, atracdo de animais com finalidade de
polinizacdo, antioxidantes, controle da acdo de horménios vegetais, agentes
alelopéticos e inibidores de enzimas (HARBONE & WILLIAMS, 2000).

Como sédo sintetizados por plantas em resposta a infecces microbianas,
presume-se que seja um dos principais responsaveis pela atividade antimicrobiana
destas. Esta atividade, possivelmente ocorra pela habilidade de complexacdo com a
parede bacteriana. Os flavondides mais lipofilicos podem lisar a membrana
microbiana (SARTORI, 2005).

3.2.3.3 Cumarinas

As cumarinas estdo amplamente distribuidas no reino vegetal. Sdo derivados
da benzo-a-pirona, e estdo divididas em dois grandes grupos: furanocumarinas
(fototoxicas) e piranocumarinas (vasodilatadoras) (BIAVATTI & LEITE, 2005, p.31).

As cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios derivados
do acido cinamico, amplamente distribuidos no reino vegetal, podendo também ser
encontrados em fungos e bactérias. A esses compostos atribui-se uma grande
variedade de atividades biol6gicas, como atividade antimicrobiana, antiviral,

antiinflamatoria, antiespasmaodica, antitumoral e antioxidante (PAYA, 1996).

3.2.3.4 Saponinas

As saponinas sao constituidas por uma parte com caracteristica lipofilica
(triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica (agUcares), fato que determina a
propriedade de reducédo da tensdo superficial da agua e sua acdo detergente e
emulsificante. Em solugéo aquosa formam espuma persistente e abundante. Esta
espuma € estavel a acdo de &cidos minerais diluidos, diferenciando-a daquela dos
sab&es comuns (SIMOES et al., 2003, p.607).



32

Como séo substancias polares, possuem elevada solubilidade em &gua e
pouca em solventes apolares. Desta forma, algumas sdo capazes de agir sobre
membranas celulares, alterando sua permeabilidade, ou causando sua destruicdo.
Relacionadas com essa acdo sobre membranas, estdo as atividades hemoliticas,

ictiotdxica e molusquicida, freqiientemente observadas (SIMOES et al., 2003, p.618).
Devido a sua capacidade de complexacdo com colesterol, existe um numero

significativo de trabalhos objetivando avaliar o uso de saponinas na dieta, com o

objetivo de reduzir os niveis de colesterol sérico (SIMOES et al., 2003, p.618).

3.2.3.5 Taninos

Os taninos sao substancias polifendlicas quimicamente complexas, que
guando sofrem reacdes de hidrélise ou quebra fornecem polihidroxifenois
relativamente simples, classificados de acordo com a identidade destas substancias
(BIAVATTI & LEITE, 2005, p.41).

Esses compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e
plantas em geral, através da complexacao entre taninos e proteinas, que é a base
de algumas de suas propriedades biolégicas, tais como controle de insetos, fungos e
bactérias (AERTS et al., 1999).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no
tratamento de diversas moléstias, tais como diarréias, hipertensdo arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, renais, do

sistema urinério, e processos inflamatérios em geral (MELLO, 1999).

Na industria alimenticia sdo empregados como antioxidantes nos sucos de
frutas e bebidas e como clarificantes de vinhos; também sdo empregados no
curtimento de couro, através da associagcao dos polifendis com a proteina colageno
(MELLO, 1999).
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3.2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As pesquisas de produtos naturais, oriundos de plantas, consistem na
obtencéo de principios ativos contidos nas espécies vegetais pelo fato de possuirem
alto percentual de diversidade molecular, essencial para a descoberta e producgéo de
novos farmacos. Os progressos nos estudos da etnofarmacologia, fitoquimica,
atividades biologicas, biologia molecular e da estratégia de modificacdo molecular
racional, tém sido importantes para compreender e elucidar o mecanismo de acéo
de principios ativos obtidos de plantas, como também o entendimento e identificacéo
dos sitios receptores existentes nas células do hospedeiro (YUNES & CALIXTO,
2001, p.493).

Segundo Duarte (2006), no Brasil a investigacéo sobre produtos naturais com
atividade antimicrobiana aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto,
até 2006, somente estavam disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas
pertencentes a 20 familias, com atividade positiva, incluindo espécies nativas e
exoticas. Para o autor, esse baixo niumero de registros pode ser consequéncia da
disseminacgéo restrita dos resultados de pesquisa, geralmente apresentados em
eventos cientificos locais ou regionais. Além disso, a maioria dos estudos constitui-
se de testes isolados com uma ou poucas espécies, geralmente baseados em
informac@es etnofarmacoldgicas, diferentemente de pesquisas que abrangem a flora

de uma regiao definida, onde vérias familias botanicas sédo estudadas.

3.2.4.1 Agentes Antimicrobianos

Agentes antimicrobianos sdo drogas usadas no tratamento de infeccdes
causadas por bactérias, agem interferindo em alguma via metabdlica do
microorganismo-alvo. Podem ser obtidos sinteticamente, ou ser produzidos por

microorganismos, em geral bactérias e cogumelos (SILVA, 2006, p.934).

Antimicrobianos que inibem a multiplicacdo da bactéria, mas ndo a destroem,

sdao denominados de “bacteriostaticos”. Com a suspensédo desse tipo de droga, a
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bactéria volta a crescer. Trata-se, portanto, do efeito reversivel (SILVA, 2006, p.
934).

Quando o antimicrobiano exerce um efeito letal e irreversivel sobre bactérias
sensiveis, é denominado de “bactericida” (SILVA, 2006, p. 934).

Para se evidenciarem as acdes bacteriostaticas e bactericidas, é necessario
gue o antibibtico se apresente, respectivamente, em Concentracdo Minima Inibitoria
(CIM) e Concentracdo Minima Bactericida (CBM) (SILVA, 2006, p. 934).

Como a atividade terapéutica dos antibiéticos depende, entre outros fatores,
das suas concentracbes nos fluidos organicos, a CIM e a CBM constituem
determinacdes essenciais, pois delas depende o estabelecimento do regime
posologico do antibidtico. A CIM e CBM sédo estimadas in vitro, mas orientam
também para determinar as concentracbes bacteriostatica e bactericida dos
antibioticos nos fluidos organicos (SILVA, 2006, p. 934).

Estas drogas podem agir através de varios mecanismos de agdo, como
inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, alteracdes na permeabilidade da
membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese de acidos nucléicos, entre outras. O
mecanismo pelo qual o antimicrobiano interage com a bactéria, ira determinar se o

efeito produzido sera bacteriostético ou bactericida (SILVA, 2006, p.935).

3.2.4.2 Atividade da Sazonalidade sobre a Atividade Antimicrobiana

Schmidt et al. (2008) demonstraram que a variacdo sazonal afetou muito
pouco o potencial antimicrobiano dos extratos de B. trimera. Exceto contra 0s
microorganismos Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis, onde o extrato de
verdo apresentou atividade bactericida maior em concentracdo aos extratos de
outono, inverno e primavera. Segundo 0s autores, esta variacdo deve estar
relacionada a um maior acimulo de compostos com agdo antimicrobiana nos meses

de verdo, mas ressaltam que outros compostos com potencial antimicrobiano, como
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por exemplo, saponinas, mono e diterpendides, presentes nos extratos, possam
também ter contribuido para os resultados obtidos.

Um estudo realizado por Borella et al. (2001), ja havia demonstrado teores

maiores de flavonoéides em individuos de B. trimera coletados no verao.

3.2.4.3 Resisténcia Antimicrobiana

Para Duarte (2006) a resisténcia a drogas, desenvolvida por patégenos
humanos e animais, € um dos casos mais bem documentados de evolucéo
biolégica, e um sério problema, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. Segundo o autor, o consumo de mais de uma tonelada diaria de
antibiéticos em alguns paises da Europa, tem resultado em altos indices de
resisténcia apresentado por populacdes bacterianas. Este cenario tem impulsionado
as companhias farmacéuticas a buscarem novas substancias antimicrobianas a

partir de fontes naturais.

A resisténcia a antimicrobianos tornou-se um dos maiores problemas de
Saude Publica, pois o surgimento de cepas de microorganismos multirresistentes,
devido ao uso desenfreado de antibioticos, dificulta o sucesso do tratamento,
levando o prescritor a realizar trocas sucessivas de antimicrobianos em busca de um
tratamento eficaz. Diante disto, a comunidade cientifica estd se engajando em
buscar novas fontes de substancias, que possuam esse tipo de atividade (OLIVEIRA
et al., 2006).

Para Carvalho (2003), na busca de novos antimicrobianos devem ser
enfatizados aqueles de origem vegetal, uma vez que o Brasil apresenta a maior
biodiversidade do planeta e, que muitas plantas sdo vastamente usadas e testadas
ha centenas de anos, com as mais diversas finalidades, por popula¢cdes do mundo
inteiro. Para isso, 0 autor sugere que antes da determinacdo das fracOes ativas por
métodos bioquimicos satisfatérios, agora disponiveis, seja necessario e util, o uso
preliminar de métodos de triagem de dominio popular, como macerados, infusdes,

extratos aquosos, etanolicos, entre outros. Ainda, o autor ressalta que os principios
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ativos podem estar presentes em diferentes fragbes de um composto ou mesmo,

que um principio ativo seja liberado s6 apds a acao metabdlica do animal.

3.3 Helicobacter pylori

O H. pylori € uma bactéria Gram-negativa, microaerofila e espiralada. Foi
isolado pela primeira vez, em 1983, por Warren e Marshall, na Australia (Prémio
Nobel de Medicina — 2005), a partir de fragmentos de bidpsia géstrica de pacientes
com gastrite crénica e Ulcera péptica. Entretanto, data do século passado o encontro
de bactérias espiraladas no estbmago de animais, pois em 1906 Krienitz havia

observado “espiroquetas” no estbmago humano (TONELLI & FREIRE, 2000).

Segundo Oplustil et al. (2001, p. 164) este microorganismo foi reconhecido,
como o principal responséavel pela gastrite crénica, e tém implicado na patogénese
da doenca ulcerosa duodenal e gastrica, dispepsia e adenocarcinoma gastrico. Para
0s autores, a bactéria pode contribuir diretamente para a destruicdo da célula
gastrica, pela producdo de uma toxina vacuolizante, bem como enzimas toéxicas,
especialmente lipase, urease e proteases, que acabam por desregular os fatores

defensivos do epitélio.

O H. pylori tem distribuicdo cosmopolita, e estima-se que cerca de metade da
populacdo mundial esteja infectada. A prevaléncia da infec¢ao varia com a idade e o
nivel socioecondmico, sendo que em paises em desenvolvimento, podem apresentar
taxas de soropositividade maiores entre faixas etarias mais jovens (SHERMAN et al.,
2002).

O ser humano é o principal reservatério de H. pylori, ndo tendo ainda sido
encontrados animais que sirvam de reservatorios significantes. A infeccdo néo é
autolimitada e pode persistir por muitos anos. Reservatorios ambientais também
podem existir, as aguas contaminadas s&do fontes importantes em determinadas
areas (GLYNN et al., 2002).



37

O H. pylori apresenta especial trofismo pelo epitélio gastrico, tanto do
estbmago quanto areas de metaplasia gastrica fora do estbmago, e provoca reacdes
inflamatorias e imunoldgicas que perduram por toda a vida, a menos que a infeccao
seja erradicada (HUNT, 1996).

A infeccéo por H. pylori tem curso clinico altamente variavel, manifestando-se
por gastrite, Ulcera gastrica ou duodenal, atrofia da mucosa, carcinoma gastrico ou
linfoma gastrico (mucosa-associated lymphoreticular tissue - MALT) (MAEDA et al.,
2007; MBULAITEYE et al., 2009; MAGIDAN et al., 2004, p.482).

Embora a OMS estime altos indices de infec¢éo, entre a populacdo mundial, a
maioria destes pacientes infectados ndo desenvolve sintomas clinicos ou ulceragéo
péptica, e continuam vivendo com gastrite superficial crénica (MOSS &
MALFERTHEINER, 2007). Estes diferentes resultados clinicos, relatados para a
infecgcdo pelo H. pylori, devem-se ao fato da infeccdo ser determinada por uma
complexa interacdo entre fatores do hospedeiro e da bactéria, e ndo somente pela
presenca desta (LADEIRA et al., 2003).

A fase aguda da infeccdo ndo € comumente detectada na pratica clinica.
Nessa fase, apdés a contaminacdo pela bactéria, ha um periodo de poucos dias,
associados a um quadro histopatolégico de denso infiltrado de neutréfilos
polimorfonucleares (caracteristicos da inflamacéo aguda), e um exsudato® aderente
a superficie epitelial gastrica, de curta duracdo. E comum haver destruicdo do
epitélio, podendo ocorrer atrofia glandular (SIQUEIRA et al., 2007).

Assim, por determinar a ocorréncia de inflamacédo crénica da mucosa gastrica,
gue pode persistir por décadas, a infeccdo por H. pylori pode aumentar o risco de
desenvolvimento do cancer gastrico. Sabe-se que este tipo de cancer € a segunda
causa mais comum de morte por cancer no mundo, e quase dois tergos dos casos

ocorrem em paises em desenvolvimento (MULLER et al., 2007).

® Na presenca de inflamagcao as células endoteliais sintetizam uma série de proteinas especiais, que
tornam os capilares mais permeaveis aos fluidos e a moléculas grandes, como os anticorpos. Este
fluido é denominado exsudato (SCHAECHTER et al., 2002, p. 56).
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Em 1994, a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) admitiu o papel da
infecc@o deste microorganismo na patogénese do carcinoma gastrico, com base em

evidéncias epidemioldgicas e plausibilidade bioldgica.

A erradicagdo com drogas antimicrobianas geralmente leva ao
desaparecimento das ulceras. Porém, algumas cepas de H. pylori tém se mostrado
resistentes aos tratamentos tradicionais, o que é de relevante importancia em
pacientes imunossuprimidos, pacientes HIV positivo e cancer gastrico em estagio
patolégico avancado (SIQUEIRA et al., 2007).

Apesar do reconhecimento de que H. pylori esteja associado a maioria das
Ulceras pépticas, e subjacentes ao cancer gastrico, pouca atencao tem merecido das
politicas de saude publica, em termos de detec¢do e tratamento, apesar de estudos
populacionais terem mostrado que a erradicagéo da infec¢céo pode ser obtida a custo
razoavel (AXON, 2007).

3.3.1 Morfologia

H. pylori é uma bactéria Gram-negativa, microaerofila e espiralada, em forma
de S ou em bastonete curvo, que mede cerca de 3 a 5 ym de comprimento por 0,5
pm de largura. Tem parede celular externa lisa, e possui de quatro a seis flagelos
unipolares embainhados e com bulbo terminal. E uma bactéria de crescimento lento,
sendo assim & muito dificil cultiva-la in vitro (TONELLI & FREIRE, 2000) (Figura 3).

Para seu cultivo é necesséaria uma atmosfera microaerofilica (5-6 % de O, 8-
10% CO,, 80-85% N»), umidade, temperatura entre 35° e 37°C e 3 a 5 dias de
incubacdo, em meios agar sangue nao seletivos, como Brucella, BHI (infusdo de
cérebro-coracdo), Mueller-Hinton, e TSA (agar soja triptona), todos acrescido de 5%
de sangue de carneiro ou de cavalo. As colbnias sdo pequenas, acinzentadas e
translicidas. Na coloracao de Gram, apresentam-se como bacilos pequenos, curvos,
ligeiramente rolicos, e as reacOes positivas para catalase, oxidase e urease

permitem a identificacdo deste microorganismo (KONEMAN et al., 2001, p.343-347).
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O H. pylori possui como caracteristica bioquimica fundamental, a producéo de
grandes quantidades de urease (CHAN et al., 1992). Esta enzima hidrolisa a uréia
com consequente formac&do de amonia e gas carbbnico. A amonia reage para formar
carbonato de amoénio, através da captacdo de fons H' do meio, resultando na
alcalinizacdo e aumento do pH do meio, propiciando sua sobrevivéncia na mucosa
gastrica, que por sua vez é o seu habitat natural, particularmente o antro
(KONEMANN et al., 2001, p.1405).

Este microorganismo pode apresentar-se em duas formas morfoldgicas: na
forma replicativa é um organismo Gram-negativo, de crescimento lento,
microaerofilo, movel, espiralado, com quatro a seis flagelos, com a caracteristica de
abundante producéo de urease, e na forma cocoide pode ou ndo ser flagelada, e
parece conter 0os componentes necessarios para se replicar. Embora a forma
cocbide seja um “esporo” em potencial, ndo existem evidéncias que essa seja a

forma transmissivel da bactéria (HUNT, 1996).

FIGURA 3 - H. pylori observada ao microscoépio eletronico.
Fonte: Foto de Yutaka Tsutsumi apud LEAL (2008).

3.3.2 Epidemiologia do H. pylori

A prevaléncia do H. pylori na populagdo em geral, € muito comum. Segundo
Oplustil et al. (2004, p.164) estudos sorolégicos remetem a taxas de
aproximadamente 70% a 90% em paises em desenvolvimento e de 25% a 50% em

paises desenvolvidos.
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A prevaléncia da infeccdo parece depender basicamente dos seguintes
fatores: a) soécio-econdmicos: a prevaléncia € inversamente proporcional as
condicbes econdmicas e ao nivel social de uma determinada populacdo ou
comunidade, b) idade: h4 um aumento de prevaléncia com o aumento da faixa
etaria, sendo que nas regibes pobres as criangcas tendem a contagiarem-se
precocemente, c) étnico/genético: ha evidéncias de que individuos ndo-caucasianos
sejam mais predispostos a colonizacdo (mesmo controlando-se o fator socio-
econbmico) e, gémeos monozigoticos sejam mais predispostos a colonizacao
guando comparados a gémeos dizigéticos (BLECKER et al., 1994; MALATY, 1994;
PARSONNET et al., 1992).

Segundo Schaechter et al. (2002, p.200), individuos em maior contato com
fezes e secrecfes humanas, assim como os adultos que residem em instituicdes e

criancas de orfanatos, apresentam taxa de infeccao elevada.

Estudo realizado por Bedoya et al. (2003), no Brasil, com criancas e jovens
até 18 anos, de familias de baixa renda, evidenciou um percentual de 34% de
soropositivos, que aumenta significativamente com a idade. Em paises
desenvolvidos, a infeccdo em criancas € menos freqiente. Os autores ainda
constataram que a prevaléncia da infec¢do € influenciada por fatores como renda,

nivel de instrucéo e condigbes de moradia.

Estudos recentes demonstraram que na india a taxa de infectados, por H.
pylori, era de aproximadamente 80% (PODDAR & YACHHA, 2007). Ja na China,

foram encontradas taxas que variaram de 60 a 70% (Zhang et al. (2008).

Na Figura 4 estdo relatadas as taxas de infeccdo para varios paises do
mundo, onde ficam evidentes as diferengas nas taxas de infectados principalmente
entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento (HELICOBACTER
FOUNDATION, 2006).
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FIGURA 4 - Prevaléncia do H. pylori no mundo.
Fonte: Helicobacter Foundation (2006).

Em pesquisa realizada por Zaterka et al. (2007), no Brasil, os autores

relataram, em geral, taxas de prevaléncia de 65% dos individuos saudaveis.

Vergueiro et al. (2008) demonstraram que a prevaléncia da infeccdo por H.
pylori, na regido urbana de Sdo Paulo, em doadores de medula éssea, era de 48,8
%. Ainda, os autores avaliaram os fatores associados a esta infec¢do, constatando
que a auséncia de agua encanada, a escolaridade da mae e do individuo

contaminado, estavam significativamente associados.

Em 2009, a Agéncia Nacional de Saude Suplementar divulgou as “Primeiras
Diretrizes Clinicas na Saude Complementar”’, onde foi realizada uma revisdo dos
trabalhos publicados a respeito da prevaléncia da infeccdo por H. pylori em
diferentes grupos populacionais brasileiros, em dispepsia funcional e em dispépticos
com doenca organica, e mais algumas consideracdes a infeccdo causada por este
microorganismo (BRASIL, 2009, p.29). Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores
de prevaléncia de infeccdo divulgados pela Agéncia Nacional de Saude

Suplementar.
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TABELA 1 - Prevaléncia de infeccdo por H. pylori em diferentes populacdes
brasileiras assintomaticas, em valores percentuais e absolutos.

PREVALENCIA 3
LOCAL POPULACAO
% N
Recife 31.4 127/405 Estudantes_ de medicina
e residentes.
S#o Paulo 39,2 406/1037  Japoneses voluntarios
saudaveis.
Séo Paulo, Curitiba, Japoneses voluntarios
Mogi das Cruzes e 48,1 463/963 b ol
. . saudaveis.
Mirandopolis.
Belo Horizonte 62,1 191/308 Doadores de sangue
assintomaticos
Fortaleza 63,0 384/610 Populagéo geral.
Pelotas* 63,4 230/363 Individuos voluntarios.
Séo Paulo 65,6 652/993 Doadores de sangue.
Amazonas 78,8 175/222 Indigenas.
Belo Horizonte 81,7 142/174 Voluntarios
Mato Grosso 83,3 170/204 Moradores da zona rural
Valor Médio 55,7 2940/5279

*Teste respiratorio, os demais estudos usaram métodos soroldgicos.
Fonte: BRASIL, AGENCIA NACIONAL DE SAUDE SUPLEMENTAR (2009, p.31).

Diante dos dados analisados, os participantes estabeleceram as seguintes
conclusdes: a) a prevaléncia da infeccdo € semelhante em homens e mulheres; b) a
prevaléncia da infeccdo aumenta com a idade; c) a prevaléncia é maior na classe
socioeconémica mais baixa; d) quanto maior a promiscuidade (niumero de individuos
compartilhando a mesma casa ou cdomodo), maior a prevaléncia da infeccéo
(BRASIL, 2009, p.31).

3.3.3 Etiopatogenia

No estdbmago, a principal barreira de protecéo € constituida pela confluéncia
entre as células epiteliais e a secre¢do continua de muco-ion bicarbonato (HCO3)).
Esta secrecdo na camada de muco, cuja espessura € de aproximadamente 200 —

300 um, cria um gradiente de pH proximo a neutralidade, na superficie epitelial do
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estdbmago e duodeno, promovendo a primeira forma de proteger a mucosa da acidez
(ALLEN & FLENSTROM, 2005).

Além disso, 0 muco que reveste as células da superficie do epitélio contém
fosfolipidios bipolares que, devido a elevada polaridade, previnem a retrodifusdo de
acidos minerais, como acido cloridrico (HCI), da luz do estémago para o interior da
mucosa (KONTUREK et al., 2005).

3.3.4 Mecanismo de Acao do H. pylori sobre a Mucosa Gastrica

O mecanismo pelo qual a bactéria predispde a doenca péptica ndo esta
completamente esclarecido. Como o H. pylori também é comum em individuos
sadios, ndo é considerado elemento isolado na génese desta doenca. Sabe-se que
a bactéria induz inflamagcdo crénica da mucosa gastrica com producdo de
superoéxidos, citocinas e fatores de crescimento que contribuem para promocédo da
carcinogénese (SUERBAUM & MICHETTI, 2002).

Brzozowski (2003) acredita que, inicialmente, o H. pylori provoque uma leséao
na mucosa com subsequente liberacdo, em cascata, de substancias semelhantes a
histamina, acarretando um sangramento da mucosa e instalacdo de um quadro de
gastrite aguda. Segundo o autor, esses achados podem ser observados em seres
humanos apos a ingestédo de aspirina ou etanol concentrado, bem como em animais

experimentalmente expostos a varios irritantes da mucosa.

Apo6s o individuo contagiar-se pelo microorganismo, inicia um periodo de
proliferacdo bacteriana intensa e inflamacé&o gastrica concomitante com hipocloridria,
gque podem durar semanas. Decorrido este periodo, a resposta inflamatéria é
reduzida a um nivel baixo e estavel, e 0 hospedeiro organiza uma resposta imune
gue é ineficaz para eliminar o H. pylori. Nesta fase, o pH gastrico normal também é
restaurado, e a maioria dos individuos infectados permanece assintomatica por anos
ou por toda vida (SCHAECMTER et al., 2002, p. 200).



44

Segundo Yuan et al. (2006) o H. pylori pode danificar o sistema de defesa da
mucosa através da reducdo da camada de muco, diminuindo a circulagdo sanguinea

na mucosa, e interagindo com o epitélio gastrico em todos os estagios de infec¢ao.

3.3.5 Transmisséao

Muitos modos de transmissdo do H. pylori tém sido descritos na literatura,
estes incluem contato direto entre os individuos, que € considerado o mais comum
modo de transmissao, fontes de 4gua e comida contaminadas, e menos comumente

a transmissao durante endoscopias, e por animais (BROWN, 2000).

Estudos sugerem que maes infectadas podem desempenhar um papel
importante na transmissdo intrafamiliar do H. pylori. Segundo eles, a forte
associacdo entre a infeccdo de maes e suas criancas pode ser explicada pelo
grande contato pessoal, o qual € mais frequiente quando as criangcas sdo menores, e
é justamente neste periodo que séo descritas as maiores taxas de aquisicao (SALIH,
2009; ESCOBAR & KAWAKAMI, 2004).

Para Salih (2009), nos paises em desenvolvimento as condicbes de
superlotacdo criam um contato proximo entre maes e filhos e entre filhos que
compartiiham a mesma cama, representando, desta forma, uma das possiveis
causas para as altas taxas de infeccdo relatadas nestes paises. Adicionalmente,
nestes paises os pais trabalham e tem pouco contato com seus filhos e por isso a

transmissdo do H. pylori €, em geral, vincula a mae.

Pesquisa realizada por Malaty et al. (2000) ja havia demonstrado o papel das
maes infectadas na transmissao intrafamiliar, pois haviam encontrado uma
prevaléncia de infeccdo de 23% em criancas com maes infectadas, e de 5% em

criangas com maes néo infectadas.

O modo de transmissao pessoa para pessoa € sustentado pelos altos indices

de infeccao entre criancgas institucionalizadas, e adultos que vivem em aglomeracoes
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familiares. Também é fundamentado pela deteccdo do DNA do H. pylori em vémito,

saliva, placa dentéria, suco gastrico e fezes (BROWN, 2000).

Para populacdo em geral, parece que o modo de transmissdo mais comum é
0 contato direto, pelas rotas oral-oral (através de vomito e saliva), ou talvez, pela rota
fecal-oral. Transmissdo por 4gua contaminada, provavelmente por contaminacdo
fecal, pode também ser uma importante fonte de infeccdo, especialmente em partes

do mundo onde o consumo de agua nao tratada € comum (BROWN, 2000).

Segundo Agostinho (2003) n&o existe relatos sobre infecgéo por via sexual,
pois esta bactéria é ndo invasiva e, portanto, ndo pode chegar a mucosa gastrica por

outra via.

Artherton (1997) relatou que existem indicios de que o H. pylori possa
permanecer ou transitar pela area bucal, na placa dentaria ou saliva, indicando
provavel transmissao por talheres, beijos, utensilios dentarios mal esterilizados entre
outros. Ainda, Brown (2000) alerta que a infeccdo pode ocorrer por endoscopios

contaminados, que ndo foram devidamente desinfectados.

A melhora dos habitos de higiene domiciliar, 0 consumo de agua tratada ou
fervida, e adequada higienizacao dos vegetais, podem prevenir ou minimizar o risco

de aquisicdo e transmissao de H. pylori (SALIH, 2009).

3.3.6 Isolamento

O isolamento do H. pylori, a partir de fragmentos da mucosa gastrica, € o
método mais especifico para o diagnostico da infeccdo. Permite o estudo da amostra
guanto aos fatores de viruléncia e a suscetibilidade a antimicrobianos, visando uma
terapéutica melhor orientada (BITTENCOURT et al., 2006).
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3.3.7 Cultura

A cultura € o método mais especifico para identificacdo da bactéria e o Unico
que determina a suscetibilidade aos antimicrobianos (MALFERTHEINER et al.,
2002).

Meios de cultura como Agar Mueller Hinton (CLSI M100-S19, p.91), Brucella,
BHI (infusé@o de cérebro-coracdo) e TSA (agar soja triptona) (KONEMAN et al., 2001,
p. 343-347), Belo Horizonte Medium (OPLUSTIL et al.,, 2004, p.164), podem ser
empregados para cultura do H. pylori, mas todos devem ser acrescidos de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro estéril, e mantidos em uma atmosfera
microaerofilica (5-6 % de O, 8-10% CO,, 80-85% Ny).

Na Figura 5 estdo demonstradas colonias de H. pylori, obtidas ap6s 72 horas
de incubacao, sob microaerofilia, a 35,9 °© C, em agar soja triptona acrescido de 5 %

de sangue estéril de carneiro.

FIGURA 5 - Colbnias de H. pylori.

3.3.8 Fatores genéticos e de viruléncia do H. pylori

A motilidade do H. pylori, a producéo de urease, a producéo de hipocloridria
na fase aguda da infeccéo e a aderéncia ao epitélio gastrico, sédo fatores proprios do
H. pylori que possibilitam a colonizagdo gastrica e, posteriormente, a agressao da
mucosa, favorecendo, desta forma, a criacdo de um “habitat” adequado no ambiente
gastrico (MOBLEY, 1996).
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Um marcador potencial da inflamacéo, causada pelo H. pylori, é a citotoxina
Cag A, uma proteina encontrada em 60 a 70% das amostras. Os anticorpos do soro
e da mucosa para Cag A estdo presentes em cerca de 90% de todos os pacientes
com Ulcera duodenal. Ainda, a expressdo de Cag A in vivo estq altamente
correlacionada com a Ulcera péptica e a duodenite (SCHAECMTER et al., 2002, p.
201).

Individuos Cag A positivos, apresentam niveis de interleucina — 8 (IL-8) na
mucosa, bem mais elevados, do que aqueles Cag A negativos. Esta interleucina é
um quimioatraente potente, e um peptideo ativador de neutrofilos. Assim, esses
niveis elevados de IL — 8 podem explicar a ligacdo entre amostras Cag A positivas e
a Ulcera péptica (SCHAECMTER et al., 2002, p. 201).

QUEIROZ et al. (2000) também relata a associacdo entre a infeccdo por
amostras cag-A positivas e o carcinoma gastrico. Segundo o autor 95 e 62,3% das
amostras isoladas de criancas com e sem Ulcera duodenal, respectivamente, sédo

cag-A positivas.

O gene vacuolating cytotoxin A (vacA), codifica a proteina Vac A, que € uma
exotoxina capaz de induzir diretamente a formacdo de vacuolos intracitoplasmaticos
e apoptose das células epiteliais. A toxina aumenta também a permeabilidade
epitelial, o que pode facilitar tanto a passagem de substancias tdxicas para dentro do
epitélio como a difusdo de nutrientes para a camada mucosa, favorecendo a
sobrevivéncia do H. pylori (MONTECUCCO & BERNARD, 2003).

A adesina blood-group antigen-binding adhesin A (Bab A) é responavel pela
aderéncia da bactéria a mucosa gastrica, desempenhando um papel critico na
transferéncia de fatores de viruléncia bacterianos, que lesam a mucosa gastrica, seja
diretamente ou em decorréncia da resposta inflamatéria e/ou auto-imunidade. Além
disso, bactérias que se mantém firmemente aderidas ficam menos expostas a acidez

gastrica e ndo sao eliminadas pelos movimentos peristalticos (RAD et al., 2002).
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3.3.9 Aspéctos clinicos

Segundo Dominguez-Munoz (2001), os pacientes infectados por H. pylori
podem permanecer infectados sem apresentar sintomas, isto ira depender dos

demais fatores envolvidos no desenvolvimento de doencga géstrica.

Em pacientes com Ulcera péptica os sintomas mais relatados sao dores
abdominais, vomitos, anorexia, perda de peso, distensdo abdominal, eructacdo, e

mais raramente meteorismo e anemia ferropriva (BITTENCOURT et al., 2006).

3.3.10 Diagnéstico da infeccado por H. pylori

Apesar da descoberta do H. pylori a mais de duas décadas, do fato deste
patdgeno estar sendo alvo de pesquisas basicas na area bioquimica e da clinica, e
das inUmeras descobertas, na ultima década acerca das infec¢des causadas pelo H.
pylori, muitos paradigmas sobre o diagndstico, e o ideal protocolo de tratamento
continuam obscuros (SIQUEIRA et al., 2007).

Os critérios histopatologicos sdo extremamente importantes para definir e dar
suporte ao diagndéstico e progndéstico. Nesse sentido, 0s avancos na area molecular
abrem a possibilidade de utilizacdo de marcadores genéticos que, somados aos
dados histopatolégicos e imunohistoquimicos, podem levar a diagnosticos e
prognosticos mais seguros (SIQUEIRA et al., 2007).

A pesquisa de anticorpos anti-H. pylori (que utiliza amostras do soro, urina,
saliva do paciente), de antigenos de H. pylori nas fezes, e o teste respiratorio com
uréia marcada com carbono-13, constituem-se em meétodos ndo invasivos
disponiveis (BITTENCOURT et al., 2006).
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Porém, a sensibilidade de todos os métodos, para deteccdo do H. pylori em
amostras de biépsias (teste rapido da urease, cultura, PCR*, e métodos histolégicos)
poderdo ser afetados pela distribuicao irregular deste microorganismo no estémago
(HOLTON, 1997).

Segundo Bittencourt et al. (2006) a endoscopia digestiva alta (EDA) é o
meétodo de investigacdo de escolha para o diagnodstico da doenca ulcerosa péptica,
mesmo em crian¢as muito pequenas. Na maioria das vezes as lesdes encontradas
nas endoscopias sdo Unicas, entretanto, podem aparecer lesbes mdultiplas. Mas,
mesmo sendo um exame invasivo, e de custo elevado, o método é seguro e

confiavel.

3.3.11 Quando tratar infec¢gdes por H. pylori

Segundo o Consenso Brasileiro sobre o H. pylori, o tratamento
medicamentoso deve ser realizado nos seguintes casos: - pacientes de risco para
Ulcera/complicacbes que utilizardo antiinflamatérios ndo esteroidais (AINE);
pacientes com histéria prévia de Ulcera ou hemorragia digestiva alta, que deveréo
usar AINE inibidores especificos ou ndo da COX - 2°; - tlcera gastroduodenal (ativa
ou cicatrizada); - gastrite histologica intensa; - individuos de risco para cancer
gastrico; - pacientes de risco para ulcera ou complicagcbes que deverdo usar
cronicamente derivados do &cido salicilico (AAS), mesmo em doses baixas; - pos-
resseccdo de cancer gastrico precoce; - pés-cirurgia para cancer gastrico avancado
e - Linfoma MALT de baixo grau (COELHO et al., 2005).

* Proteina-C Reativa é um marcador de resposta de fase aguda. Niveis séricos de PCR aumentam
rapidamente apds dano tecidual, infeccdo, ou outros processos inflamatérios. E produzida pelo
figado, e est4d normalmente presente em niveis muito baixos. Porém, apds um trauma agudo ou
infeccdo, € rapidamente sintetizada pelos hepatécitos em resposta a liberacdo de citoquinas na
circulacdo, pela ativacdo de leucécitos (http://www.gendiag.com.br/conhecimento/informativos/active-
Eroteina—c—reativa-elisa).

A COX-2 é uma enzima presente em processos inflamatérios, responsavel por sintetizar
prostandides a partir do &cido aracddnico, importante na conversdo do &cido aracddnico em
prostaglandina (FELIN et al., 2008).
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3.3.12 Esquemas terapéuticos para tratamento das infec¢des por H. pylori

O esquema medicamentoso sugerido como primeiro escolha é o emprego de
um Inibidor da bomba protdnica (IBP)® em dose padrdo (omeprazol 20 mg,
pantoprazol 40 mg, lanzoprazol 30 mg) + amoxicilina 1,0g’ + claritromicina® 500mg,
duas vezes ao dia, por sete dias. Como segundo escolha a utilizagdo de IBP em
dose padrdo, uma vez ao dia + claritromicina 500mg, duas vezes ao dia +

furazolidona 200mg duas vezes ao dia, por sete dias (COELHO et al., 2005).

A furazolidona® é um antimicrobiano com um custo bem acessivel,
representando assim uma alternativa mais barata para erradicagdo do H. pylori.
Além disso, representa uma alternativa aos pacientes que apresentem algum tipo de
intolerdncia a amoxicilina. Porém, tem provocado um numero maior de reacdes

adversas nos pacientes que realizaram este tratamento (COELHO et al., 2005).

A associagao de tetraciclina, furazolidona e IBP, foi incluida como forma de
oferecer opcao terapéutica envolvendo antimicrobianos que hoje estdo disponiveis
para a populacdo no Sistema Unico de Satde (SUS) (COELHO et al., 2005).

Ford et al. (2007) realizaram um estudo em pacientes adultos com Ulcera
péptica e H. pylori positivos. Eles compararam a terapia de erradicagcdo por uma
semana, a terapia com outros medicamentos, com placebos e com nédo tratamento
sobre a cicatrizacdo da Ulcera, a recorréncia, o alivio dos sintomas e efeitos
adversos. Para cicatrizacdo de Ulcera duodenal, a terapia de erradicagéo foi superior
as demais medidas. Na cicatrizacdo de Ulcera gastrica, ndo houve diferencas
significantes entre terapia de erradicacdo e outros farmacos. Na prevencdo de
recidivas de Ulcera duodenal, ndo houve diferencas significantes entre erradicacéo e

® Inibidores da bomba protdnica sdo drogas que inibem o Ultimo passo da secregdo acida gastrica.
S4o inibidores reversiveis da enzima H™-K'-ATPase existente na membrana das células parietais e
responsavel pelo contetdo acido da secrecao gastrica (SILVA, 2006, p.564).

" E um antibiético beta-lactamico, inibidor da sintese de componentes da parede celular da bactéria e
sua poténcia depende da capacidade de atingir receptores de parede e de resistir a acdo de enzimas
conhecidas como beta-lactamases, produzidas por germes resistentes (SILVA, 206, p.965).

® Derivado macrolidio, inibidor da sintese proteica bacteriana pela ligacdo a subunidade 50s dos
ribossomas de microorganismos sensiveis (SILVA, 2006, p.1000).

® Quimioterapico utilizado principalmente em infeccdes intestinais. Tem uso limitado por provocar
muitos efeitos colaterais em elevada proporcéo de pacientes tratados (SILVA, 2006, p.1020).
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terapia de manutencdo com anti-secretores, mas a erradicagcédo foi superior a nao
tratamento. Na prevencédo de recorréncia de Ulcera gastrica, a terapia de erradicacéo

foi superior a ndo tratamento.

A terapia com uma Unica droga antimicrobiana é habitualmente um insucesso,
0S esquemas antimicrobianos duplos, inicialmente testados em pediatria, tinham a
duracdo minima de quatro semanas e incluiam a associacdo de bismuto com

amoxicilina (ou ampicilina) ou amoxicilina com tinidazol*°

. No meio hospitalar, onde
h& consideravel percentual de cepas resistentes a imidazolicos, é provavel que um
esquema duplo que incluisse essas drogas, ndo proporcionasse boa eficacia (KIM et

al., 2003).

Kim et al (2003) sugerem que a taxa de erradicacdo deste microrganismo é
menor em pacientes com gastrite, comparando-se a pacientes com Ulcera. Desse

modo, os fatores de viruléncia poderiam influenciar na faléncia terapéutica.

3.3.13 Controle da erradicacéao

O Consenso Brasileiro sobre H. pylori definiu que o controle da erradicacao
devera ser verificado nos casos de Ulcera duodenal, Ulcera gastrica, linfoma MALT
de baixo grau; sendo realizado por, no minimo, oito semanas apés o final da
medicacédo anti-H. pylori (COELHO et al., 2005).

3.3.14 Vacinagéo contra H. pylori

Héa cerca de 10 anos, o desenvolvimento de vacina tem sido experimentado

by

sem completo sucesso. Contemporaneamente, face a preocupacdo com a

1% berivado imidazoélico de baixa toxicidade (Silva, 2006, p.1094).
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resisténcia disseminada a macrolideos™, comprometendo o tratamento, a vacina
seria uma estratégia a considerar (MARSHALL & SCHOEP, 2007).

Trabalhos recentes tém se preocupado em tracar um mapa do genoma dessa
bactéria, visando a producdo de vacinas seletivas e de grande espectro em sua
eficacia. Por outro lado, algumas cepas do H. pylori tém se mostrado resistentes aos
tratamentos tradicionais tanto nos esquemas triplices quanto quadruplos, o que é de
relevante importancia para que se desenvolvam novas drogas eficazes contra essas
cepas multiressistentes (SIQUEIRA et al., 2007).

3.4 Ulceras pépticas no homem

Historicamente, a Ulcera péptica estava focalizada em anormalidades na
secrecdo acida gastrica e de pepsina, e na supressdo acida como estratégia de
tratamento (YUAN et al., 2006).

Devido aos habitos da sociedade moderna como o tabagismo, ingestdo de
alcool, utilizacdo indiscriminada de drogas antiinflamatorias néo-esteroidais sem
orientacdo médica e, ainda, o estresse, ocorreu um aumento do niumero de casos
desta doenca (YUAN et al., 2006).

As Ulceras pépticas podem ser consideradas como uma doenca multifatorial,
pois fatores hereditarios e ambientais produzem mesma lesdo morfolégica. A
etiologia das Ulceras gastroduodenais € influenciada por varios fatores agressivos e
defensivos, como secrecdo acido-péptica pelas células parietais, barreira mucosa,
secrecdo de muco e ion bicarbonato, circulacdo sanguinea, regeneracéo celular e
agentes protetores enddgenos (prostaglandinas e fatores de crescimento
epidérmico) (SALAS, 1990).

1 Macrolideos sdo antibidticos que agem inibindo a sintese proteica bacteriana, impedindo o

crescimento da cadeia peptidica, ocasionando morte dos microorganismos sensiveis (SILVA, 2006, p.
996).
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Mesmo sendo um fator necessario, a acidez gastrica raramente é suficiente
para causar Ulceras. A maioria das Ulceras pépticas tem sido associada com a
infecc@o gastrica pelo H. pylori, ou com a ingestdo de drogas antiinflamatorias nao-
esteroidais (AINE) (PETERSON, 1995).

A prevaléncia de ulceras néo relacionadas com AINE, e néo relacionadas com
H. pylori, ndo é clara. Segundo Yuan et al. (2006) é dificil saber se a prevaléncia ndo
teve um aumento, ou se néo foi detectado o uso de AINE e/ou se diagndstico de

infeccdo por H. pylori ndo foi preciso.

O mecanismo de lesdo difere entre Ulceras gastricas e duodenais. A Ulcera
duodenal é essencialmente uma doenca relacionada com H. pylori e € causada
principalmente por um aumento na quantidade de acido e pepsina. Ja a Ulcera
gastrica, € mais comumente associada com a ingestao de AINE, embora a infeccao
por H. pylori possa estar presente (YUAN et al., 2006).

Para Yuan et al. (2006) em todas as condicdes, as Ulceras estdo associadas
com um desequilibrio entre véarios fatores protetores e agressores, sendo a

inflamacéo a principal causa deste desequilibrio.

3.5 Uso de Antiniflamatdrios néo esteroidais (AINE) e H. pylori

A presenca de H. pylori e o uso de AINE (principalmente acido acetilsalisilico
— AAS) séo considerados fatores de risco independentes para o desenvolvimento de
lesbes gastroduodenais que, quando associados, exibem sinergismo, ampliando
significativamente, a probabilidade de ocorréncia das mesmas, principalmente
naqueles pacientes considerados de risco para o desenvolvimento de lesdes do trato
digestivo superior (COELHO et al., 2005).
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3.6 Adenocarcinoma gastrico

A progressdo sucessiva de gastrite superficial crbnica em gastrite atroéfica,
através de metaplasia e displasia intensiva, e finalmente a adenocacinoma invasivo
é longa. A progressao para o adenocarcinoma pode levar de 15 a 20 anos apdés o
surgimento da gastrite superficial (SCHAECMTER et al., 2002, pag. 201).

O risco de cancer gastrico também pode estar relacionado com as
caracteristicas de determinadas amostras de H. pylori. A infeccdo por uma amostra
Cag A positiva tem sido associada a duplicagdo do risco de adenocarcinoma
gastrico, possivelmente em consequéncia da resposta inflamatoria elevada
desencadeada apoés a infecgdo com uma amostra Cag A positiva (SCHAECMTER et
al., 2002, pag. 201).

Considerando que apenas 1% dos pacientes infectados por H. pylori no
mundo, desenvolverdo cancer gastrico, deduzir-se-ia, em uma primeira andlise, se
tratar de um percentual pequeno, mas se esta porcentagem for considerada em
termos de ndmeros, é possivel estimar que dezenas de milhdes (aproximadamente
30 milhdes) progredirdo para cancer gastrico, e a maioria destes pacientes

pertencem a populacéo de paises em desenvolvimento (SALIH, 2009).



4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

Para a realizacdo do presente trabalho, foram coletadas seis amostras
aleatdrias, sendo quatro amostras de B. trimera e duas de B. articulata. As amostras
de B. trimera foram coletas nas cidades de Marques de Souza (regido centro oriental
do Rio Grande do Sul, 29°19'30.60”S 52°05°57.85”0, elevacédo 60 m), Mata (regido
centro ocidental do Rio Grande do Sul, 29°33'34.86”S 54°27°28.38”0, elevacao 126
m), Santa Clara do Sul (regido centro oriental do Rio Grande do Sul, 29°27°41.49”S
52°03’'50.60”0, elevagao 88 m) e Westfalia (regido centro oriental do Rio Grande do
Sul, 29°23'31.65”S 51°42'28.30”0, elevacado 562 m). As amostras de B. articulata

foram coletadas nos municipios de Mata (RS) e Santa Clara do Sul (RS).

As amostras foram identificadas pela Prof2. Dra. Elisete Maria de Freitas, e 0

material voucher foi encaminhados ao herbario do Centro Universitario UNIVATES.

Para preparacdo dos extratos foram utilizados caules, folhas e flores secas a
sombra, em temperatura média de 30° C, no periodo de cinco dias. Esta secagem
teve por finalidade retirar a agua e, com isso, impedir reacdes de hidrélise e de
crescimento bacteriano. O material foi seco a sombra, pois se exposto a radiacao
solar, poderiam ocorrer alteraces na constituicdo quimica do material (SIMOES et
al., 2001, p.166-167).

O material vegetal foi reduzido a fragmentos de pequenas dimensfes com a

utilizacao de tesouras.
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A coleta do material vegetal foi direcionada pela indicacdo de pessoas que
faziam uso desta planta, orientando a pesquisadora onde coletar as amostras.
Segundo Panis (2008) a medicina popular serve como um referencial para a

identificacdo de possiveis novos farmacos.

A coleta em diferentes locais foi realizada com o intuito de observar possiveis
alteracdes na atividade antimicrobiana em funcdo do ambiente, pois o ambiente
pode influenciar na producdo de substancias antimicrobianas, como resposta as

“agressdes” por agentes patdégenos e estresse ambiental.

O estudo pretendia coletar, em todos os municipios, uma amostra de cada
espécie, porém na pratica ndo foi possivel, pois nos municipios de Marques de
Souza e Westfélia, s6 foram encontradas a espécie B. trimera. Na Tabela 2 estdo

relacionados os nimeros das amostras, as espécies e o local de coleta.

As amostras de B. trimera e de B. articulata, foram todas coletadas em
encostas de morros, no interior dos referidos municipios, longe de rodovias, no
periodo da manha, com a presenca de sol, nos meses de junho a dezembro de
2008.

TABELA 2 - Identificagao e procedéncia das amostras.

N° da Espécies de Baccharis Local de Coleta Periodo da
amostra Coleta

1 Baccharis trimera Mata/RS Junho/2008

2 Baccharis articulata Mata/RS Junho/2008

3 Baccharis trimera Marques de Souza/RS Junho/2008

4 Baccharis trimera Westfalia/RS Novembro/
2008

5 Baccharis trimera Santa Clara do Sul/RS Dezembro/
2008

6 Baccharis articulata Santa Clara do Sul/RS Dezembro/

2008
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4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS
Para cada amostra coletada, foram obtidos extratos aquosos e etandlicos.

Visando simplificar a identificacdo deste, foram atribuidas siglas para cada um

destes extratos, os quais estdo indicados na Tabela 3.

TABELA 3: Siglas atribuidas aos extratos aquosos e etandlicos.

N° amostra Espécies de Baccharis Extrato Aquoso Extrato
Etandlico
1 Baccharis trimera EAl EE1
2 Baccharis articulata EA2 EE2
3 Baccharis trimera EA3 EE3
4 Baccharis trimera EA4 EE4
5 Baccharis trimera EAS5 EES5
6 Baccharis articulata EA6 EEG6

4.2.1 Extrato etandlico

Os extratos etandlicos foram obtidos por maceracédo estatica (a frio) durante
sete dias, utilizando alcool etilico (90%) como solvente. Apéds o periodo de extragao,
o solvente foi totalmente removido a vacuo em rotaevaporador, marca Fisaton,
modelo 802 .

4.2.2 Extrato aquoso

Os extratos aquosos foram obtidos por infuséo, utilizando diluicdo 1:10, com

agua destilada aquecida a 90 °C, repousando por 30 minutos. Apés o material foi

filtrado, e o liquido foi removido a vacuo em rotaevaporador.
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4.2.3 Rendimentos dos Extratos

Apoés o término da rotaevaporacao de todos os extratos, foram calculados os
seus rendimentos, e armazenados no congelador em frasco ambar, hermeticamente

fechado.
4.3 SCREENING DOS EXTRATOS
Primeiramente foram definidas quais as substancias que seriam investigadas

no screening, a escolha foi baseada, naguelas mais comumente encontradas nas

espécies analisadas.

4.3.1 Taninos
(Técnica adaptada de ALICE et al., 1985, p.16; SIMOES et al., 2003, p.173).

Método: Em um béquer foram diluidos 0,1 g dos extratos etandlicos ou aquosos, em
20 mL de &gua deionizada. Apos diluicdo, o conteudo foi dividido em trés tubos de
ensaio (tubos A, B e C).

TUBO A:

Técnica de deteccdo: técnica baseada na propriedade dos taninos de precipitar

gelatina. Inicialmente foi preparada uma solugcdo aquosa de gelatina a 1%. Aos
tubos denominados A, ja contendo os extratos, foram adicionados um mL da solucéo
aguosa de gelatina. Na presenca de taninos houve a formacédo de turvacdo ou

precipitado.

TUBO B:

Técnica de caracterizacdo: Esta é uma reacdo geral para substancias fendlicas,

onde a complexacdo de hidroxilas com o ion Fé" levando ao desenvolvimento de
substéancias de coloracédo azulada ou esverdeada, conforme a estrutura da molécula.
Primeiramente, foi preparada uma solucdo aquosa de FeCl; a 1%, apos foram
adicionadas trés gotas desta solu¢cdo de cloreto de ferro (lll), aos tubos

denominados B, contendo os extratos. Na presenca de taninos hidrolisaveis ou
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gélicos, ocorreu o desenvolvimento de coloracdo azulada, e na presenga de taninos
condensados a coloracéo verde.

TUBO C: Branco, ou seja, tubos contendo apenas as solu¢cdes dos extratos.

4.3.2 Cumarinas
(Técnica adaptada de ALICE et al., 1985, p.16; SIMOES et al., 2003, p.173).

Como muitas cumarinas sdo volateis (arrastadas por vapor de agua), foi

empregada a técnica de sublimacéo.

Método: Em um béquer foram diluidos 0,1 g dos extratos etandlicos ou aquosos em
20 mL de agua deionizada. Apoés, foi transferido 10 mL deste contetdo para tubos
de ensaio, identificados para cada extrato. Na sequéncia, foi preparada uma solucao
de KOH 5% (m/v) em metanol. Esta solucédo foi usada para impregnar doze pedacos
de papéis filtros, correspondente ao niumero de extratos. Depois de secos, estes
papéis foram colocados sobre os tubos, contendo os extratos, e foram presos com o
auxilio de liguetas, e levados ao banho-maria (100°C) por 10 minutos. Decorrido
esse tempo, foram retiradas as liguetas, e os papéis foram expostos a radiacdo UV
(365nm). Na presenca de cumarinas volateis houve o desenvolvimento de

fluorescéncia amarela e azul, conforme a estrutura da cumarina detectada.

4.3.3 Saponinas
(Técnica adaptada de BIAVATTI & LEITE, 2005, p.51; ALICE et al., 1985, p.17).

Esta andlise foi baseada na propriedade das saponinas de formar espuma

apos agitacado energética.

Método: Inicialmente foram selecionados tubos de ensaio de mesmo comprimento e
diametros, com tampa. Em um béquer foram diluidos 0,1 g dos extratos etandlicos
ou aquosos em 20mL de agua deionizada. Seguindo, 10 mL desta solucdo dos
extratos, foram transferidas para os tubos de ensaio. Estes foram submetidos a
agitacdo energética durante 15 segundos com movimentos succionais. Foi medida a

altura da coluna de espuma formada, com auxilio de uma régua. Decorridos 15
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minutos, as alturas das colunas foram medidas novamente. O desenvolvimento de

espuma com altura maior ou igual a um cm é considerado positivo para saponinas.

4.3.4 Flavonodides

Método: Foram diluidos 0,2 g dos extratos etandlicos ou aquosos em 50 mL de agua
deionizada. Apés, em funil de separacao, foi realizada a extracdo com n-butanol (10
mL — duas vezes). A fracdo butandlica foi evaporada a secura, em capsula de
porcelana, no banho-maria. Foi retomada em metanol (10mL) e foram reservados
cerca de 2 mL de cada extrato, para a analise por cromatografia em camada delgada
(CCD). O restante foi transferido para dois tubos ensaios.

TUBO A: Reacéo da Cianidina

TUBO B: Branco

Reac&o da Cianidina: (Técnica adaptada ALICE et al., 1985, p.16; SIMOES et al.,
2003, p.519).

Nesta técnica, os derivados flavonicos, de cor amarela, foram reduzidos a

antocianidinas, de coloracdo vermelha (flavondis), laranja (flavonas) e/ou violeta
(flavanonas). Porém, estad técnica possui uma limitacdo: as chalconas, auronas e
isoflavonas ndo desenvolvem coloracdo. Mas, algumas chalconas em meio acido

podem produzir flavanonas.
Técnica: Foi adicionado aos tubos de ensaio, contendo o0s extratos etandlicos e
aguosos, cuidadosamente, 0,5 mL de HCI concentrado e 0,1 g de MgO, e entao foi

observada a coloracdo formada.

Anélise Cromatogréfica: (Técnica adaptada SIMOES et al.,2003, p.520).

Foram aplicados os extratos etandlicos e aguosos em placas de gel de silica GF254
(Fase fixa). Como fase moével: acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua
(100:11:11:27), e como revelador: cloreto de aluminio a 5% em metanol seguido de
aguecimento. A rutina foi empregada como substancia de referéncia. Por fim, as

placas de CCD, foram observadas em UV- 365 nm.
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4.3.5 Alcaldides
(Técnica adaptada de BIAVATTI & LEITE, 2005, p.51; ALICE et al., 1985, p.14;
SIMOES et al., 2003, p.174).

Método: Foram diluidos 0,1 g dos extratos etandlicos ou aquosos em 20 mL de
metanol. Apés, esta solucdo de cada extrato, foi dividida igualmente em trés tubos
de ensaios. Na sequéncia, foram adicionados 5 mL de HCI 10 % a todos os tubos de
ensaio. Estes foram aquecidos por 10 minutos em banho-maria, e finalmente foram

adicionados os reativos de Dragendorff, Mayer e Wagner.

Tubo 1: Foram adicionadas algumas gotas do Reativo de Dragendorff (iodo —
bismuto de potassio). A formacao de uma leve turbidez ou precipitado roxo a laranja

evidenciou a possivel presenca de alcaléides.

Tubo 2: Foram adicionadas algumas gotas do Reativo de Mayer (iodo — mercurato
de potassio). A formacdo de uma leve turbidez ou precipitado branco a creme

evidenciou a possivel presenca de alcaldides.

Tubo 3: Foram adicionadas algumas gotas do Reativo de Wagner (iodo-iodeto de
potassio). A formacdo de uma leve turbidez ou precipitado marron evidenciou a

possivel presenca de alcaldides.

Todos o0s experimentos realizados durante o screening fitoquimico foram

realizados em triplicata.

4.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

Os bioensaios foram realizados com cepa padréo de H. pylori - ATCC 43504

(“American Type Culture Collection”), cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz.

Inicialmente foi realizada a ressuspencdo do microorganismo em Caldo Soja
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Tryptona (TSB)*, e ap6s sua semeadura em Agar Soja Tryptona (TSA)*®, acrescido
de 5 % de sangue de carneiro desfibrinado estéril. Como o H. pylori necessita um
ambiente de microaerofilia, foram utilizadas jarras de acrilico e geradores de
microaerofilia (Microaerobac). As placas foram incubadas por 72 horas, a 35,9° C
(CLSI M100-S19).

Foram realizadas duas subculturas, e entdo, foram iniciadas as
determinacdes das atividades antimicrobianas dos extratos através do Método de
Microdiluicdo em Caldo™®. Foi utilizado caldo Mueller-Hinton para a determinacéo
das Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de todos os extratos. Ja para a
determinacdo das Concentracdes Bactericidas Minimas (CBM), foi utilizado agar

Mueller-Hinton acrescido de 5 % de sangue de carneiro estéril.

Antes de iniciar a diluicAo dos extratos, foi realizado um teste controle,
buscando verificar se o Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracdo 0,8 % nao
apresentaria atividade antimicrobiana sobre o H. pylori. Para isto, foram
impregnados trés discos estéreis, de 6 mm de didmetro, com esta solu¢do 0,8% de
DMSO. Estes discos foram aplicados em placas contendo meio Mueller-Hinton,
acrescido de 5 % de sangue de carneiro desfibrinado estéril, ja previamente
inoculado com o microorganismo. Foi verificado, apés 72 horas de incubacédo, que

nesta concentracdo o DMSO nao inibia o crescimento bacteriano.

4.4.1 Diluicdo dos extratos

Foram pesados 0,1 g de cada extrato, e foram adicionados 8 mL de agua
deionizada estéril, e 0,8 mL de DMSO. Esta solucao foi deixada trinta minutos em
banho de ultrassom, com o objetivo de melhorar a solubilidade dos extratos. Apés,

estas solucdes foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL, e com auxilio

2 E um meio de cultura utilizado para o crescimento de bactérias em geral (OPLUSTIL et al., 2004,
.285).

% E um meio de cultura utilizado para manutencdo de cepas bacterianas, e para as mais exigentes

acrescenta-se ao meio 5 % de sangue desfibrinado estéril de carneiro (OPLUSTIL et al., 2004, p.284).

4 Este método é denominado “microdiluicdo”, porque envolve o uso de pequenos volumes de caldo,

colocados em placas de plastico estéreis, que possuem poc¢os de fundo redondo ou coénico (CLSI,

M7-A6, p.16).
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de pipeta de Pasteur, foram completados seus volumes com agua deionizada estéril.
Desta forma, foi obtida uma solucdo estoque dos extratos contendo 10.000 pg/mL,
com DMSO (dimetilsufoxido) a 0,8%.

4.4.2 Farmaco antimicrobiano padréo

Foi empregado como farmaco padrédo, o antimicrobiano Claritromicina (Lote:
06091855B, Pharma Nostra). Este é o antimicrobiano adotado como referéncia no
tratamento deste microorganismo (Coelho, 2005; CLSI M100-S19). Todavia, como a
Claritromicina é insoluvel em agua, sendo soluvel apenas em acetona, foram

realizadas varias tentativas de solubilizagcdo da mesma sem sucesso.

Entdo, diante das dificuldades, optou-se por fazer uma suspensdo com 0
mesmo diluente dos extratos, tendo em vista, que este ja havia sido testado e nao

apresentou interferéncia no crescimento bacteriano.

4.4.3 Determinacdo da concentracdo do farmaco padrdo em cromatografia

liguida de alta eficiéncia

A suspensdo de claritromicina obtida foi encaminhada a Central Analitica do
UNIANALISES, do Centro Universitario UNIVATES, onde foi realizada a dosagem
apenas da parte solluvel desta suspenséao, através de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE), seguindo técnica descrita na Farmacopéia Brasileira (2004).

4.4.4 Controle do diluente

Foi preparada uma solucdo para controle do diluente. Em um baldo
volumétrico de 10 mL, foi adicionado 0,8 mL de DMSO e completado o volume com

agua deionizada estéril.
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Nas Figuras 6 e 7 estao os balGes contendo os extratos etandélicos e aquosos,
respectivamente. Notem-se as diferencgas de coloragéo apresentados pelos extratos.

FIGURA 7 - DiluicBes dos extratos aquosos.*®

4.4.5 Padronizacao do In6culo

Para a padronizacdo do indculo, foram tocadas de 4 a 5 colbnias, e
inoculadas em solucao salina estéril 0,8%. Apds, o indculo foi padronizado segundo
a Escala 2 de Mac Farland (CLSI M100-S19, p.91).

> Algumas diferencas na altura dos extratos nos baldes se devem a diferencas no formato dos
balGes. Todos tiveram seus volumes ajustados, corretamente, com auxilio de pipeta de Pasteur.
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4.4.6 Controle do microorganismo

O controle do microorganismo foi realizado através do teste rapido da urease,
onde eram emulsionadas algumas colbnias da cultura de H. pylori, em tubo de
ensaio contendo caldo de uréia. A mudanca de cor da solugédo para rosa indicava
presenca de microorganismo produtor de urease, no caso H. pylori (OPLUSTIL et al.,
2004, p.166). Ainda, a cada repique, era observada a morfologia e coloracdo das

colbnias.

4.4.7 Concentracao Inibitéria Minima - CIM

Inicialmente, todo o material utilizado no experimento, foi autoclavado a 121°C
por 15 minutos.

Foram utilizadas cinco placas de acrilico com 96 poc¢os. Na placa denominada
A, foram aplicados os extratos etandlicos EE1, EE2, EE3, e o antimicrobiano
(claritromicina), todos em triplicata. Na placa denominada B, foram aplicados os
extratos etanolicos EE4, EE5, EE6 e o antimicrobiano, também em triplicata. Na
placa denominada C, foram aplicados o controle do diluente (DMSO 0,8%) e o

antimicrobiano, também em triplicata.

Placas idénticas as dos extratos etanodlicos foram confeccionadas para os
extratos aquosos. Na placa denominada D foram aplicados o0s extratos aquosos
EA1l, EA2, EA3 e o antimicrobiano (claritromicina), todos em triplicata. Na placa
denominada E, foram aplicados o0s extratos etandlicos EA4, EA5, EA6 e o

antimicrobiano, também em triplicata.

Em todas as placas foram feitos controles negativos (meio sem adi¢cdo de
inoculo) e controles positivos (meio com adicdo de indculo). As aplicacdes dos

extratos nas placas seguiram a seguinte ordem:
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- PLACA A: foram aplicados o EE1 (Baccharis trimera — extrato etandlico), EE2
(Baccharis articulata - extrato etandlico), EE3 (Baccharis trimera — extrato etandlico),
o0 antimicrobiano padrédo (claritromicina), o controle positivo (meio adicionado de

inéculo), e o controle negativo (meio sem indculo).

- PLACA B: foram aplicados o EE4 (Baccharis trimera — extrato etandlico), EE5
(Baccharis trimera - extrato etandlico), EE6 (Baccharis articulata — extrato etandlico),
o antimicrobiano padrédo (claritromicina), o controle positivo (meio adicionado de

inoculo), e o controle negativo (meio sem indculo).

- PLACA C: foram aplicados o DMSO 0,8 %, o antimicrobiano padrao
(claritromicina), o controle positivo (meio adicionado de indculo), e o controle

negativo (meio sem inéculo).

- PLACA D: foram aplicados o EAl (Baccharis trimera — extrato aquoso), EA2
(Baccharis articulata - extrato aquoso), EA3 (Baccharis trimera — extrato aquoso), o
antimicrobiano padrdo (claritromicina), o controle positivo (meio adicionado de

in6culo), e o controle negativo (meio sem indculo).

- PLACA E: foram aplicados o EA4 (Baccharis trimera — extrato aquoso), EA5
(Baccharis trimera - extrato aquoso), EA6 (Baccharis articulata — extrato aquoso), o
antimicrobiano padrdo (claritromicina), o controle positivo (meio adicionado de

in6culo), e o controle negativo (meio sem indculo).

Na Figura 8 estdo demonstradas a aplicacdo em triplicata do EE1, EE2, EE3,
do antimicrobiano padrdo, do controle positivo (meio adicionado de inéculo) e do

controle negativo (meio sem adi¢do de in6culo).
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FIGURA 8 - PLACA A - Demonstracao da aplicacéo em triplicata do EE1, EE2, EES,
do antimicrobiano (claritromicina), do controle positivo (meio + inéculo), e do controle
negativo (meio sem inéculo).

TOG0000-

A microdiluicho em caldo foi realizada em capela de fluxo laminar.
Inicialmente foram transferidas aliquotas de 200 uL de in6culo padronizado a tubos
de ensaio contendo 10 mL de caldo Mueller-Hinton (200 pL em cada), deixando

alguns tubos sem indculo (controle negativo).

Para cada um dos doze pogos da linha A até a linha F, foram adicionados 100
puL de meio acrescido de inéculo. Na linha G, foram inoculados a cada poco 100 pL

de meio acrescido de indculo. Na linha H, o meio sem o inéculo (controle do meio).

Inicialmente, foi realizada uma diluicdo das solu¢des estoque dos extratos, em
tubos de ensaio, onde foram adicionados 100 puL de cada solucdo estoque dos
extratos a 100 pL de meio, resultando desta forma uma solu¢cdo com concentracao
de 5000 pg/mL. Desta solucdo de cada extrato, foram retirados 100 pL e
acrescentados aos trés primeiros pocos das placas — 12 linha (triplicata), repetindo o
mesmo procedimento com todos os extratos. Da mesma forma fordo aplicados 100

pL do antimicrobiano claritromicina e do DMSO (controle do solvente).

Apoés, foram realizadas as diluicdes. Cada amostra foi homogeneizada, e
desta foi transferido 100 pL para o seu proximo poc¢o, Este procedimento foi repetido

para todos os extratos, para claritromicina e para o DMSO, todos em triplicata.
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Terminadas as diluicbes, as placas foram colocadas dentro das jarras, e foi
introduzido um gerador de microaerofilia (um gerador para cada jarra). Estas foram
incubadas a 35,9 °C por 72h.

Na Figura 9 a direita, est4 a jarra de acrilico sobre suporte de isopor. Este
suporte foi adaptado para possibilitar a incubacédo das placas com 96 pocos, pois
estas possuiam diametro maior que o da jarra. A esquerda, jarra contendo placas de
agar sangue semeadas com H. pylori; detalhe para o gerador de microaerofilia sobre

as placas.

FIGURA 9 - Jarras de acrilico dentro da estufa.

As concentraces finais, apds as diluicbes para cada extrato foram: 1° poco:
2500 pg/mL, 2° poco: 1250 ug/mL, 3° poco: 625 pg/mL, 4° pogo: 312,5 pg/mL, 5°
poco: 156,25 ug/mL.

Decorrido o tempo de incubacgéo, foram realizadas as leituras das placas. A
auséncia de crescimento bacteriano foi representada pela presenca de pogos
limpidos e o crescimento foi representado por pocos turvos. O primeiro po¢o onde
ndo se observou crescimento (de menor valor) corresponde ao valor da

Concentracao Inibitéria Minima.
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4.4.8 Confirmacéo da Concentracgao Inibitdria Minima

Como os extratos possuem coloracdo, a confirmacdo de crescimento nos
pocos foi realizada por meio da aplicacdo de 10 pL de solucdo de Cloreto de
Trifeniltetrazolio 0,5% (TTC). Esta solucao revela o crescimento bacteriano por meio
do desenvolvimento da coloracao vermelha, pois forma um complexo vermelho com
a enzima da respiracdo celular dos organismos vivos, assim nos pocos onde havia

crescimento bacteriano, houve o desenvolvimento desta coloracéo.

4.4.9 Determinacédo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima dos extratos foram
realizadas semeaduras em placas impregnadas com agar Mueller-Hinton acrescidas
de 5% de sangue de carneiro estéril, de todos os po¢os onde o extrato estava
limpido, para que se pudesse afirmar a exata acdo do extrato. Essas placas foram

incubadas a 35,9 °C por 72 horas em microaerofilia.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As comparacfes de dados paramétricos foram realizadas por anélise de

variancia (ANOVA), seguida do teste de Turkey.



5. RESULTADOS

5.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS

Os rendimentos dos extratos aquosos e etandlicos foram calculados apos o

término da rotaevaporacédo e estéo relacionados na Tabela 4.

TABELA 4 - Rendimentos dos extratos etandlicos e aquosos das seis espécies de
Baccharis.

N° da amostra Rendimento dos Rendimento dos

Extratos aquosos (%) extratos etandlicos (%)

1 6,2 7,11
2 9,94 11,28
3 10,28 15,64
4 9,95 6,29
5 3,15 6,81
6 8,10 11,81

Analisando a Figura 10, é possivel observar que os rendimentos dos extratos
etanodlicos apresentam valores superiores aos aquosos, com excec¢do do extrato
namero 4 (EE4) que apresentou um rendimento inferior a0 seu extrato aquoso

correspondente.
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FIGURA 10 - Rendimento dos extratos aquosos e etandlicos apds rotaevaporacao.

5.2 SCREENING FITOQUIMICO

Com a realizacdo do screening fitoquimico foi possivel observar,

gualitativamente, a presenca de varias substancias nos extratos analisados.

5.2.1 Presenca de Alcaldides

Analisando os resultados, percebe-se que na presenca do Reagente de
Dragendorff a maioria dos extratos apresentou reacao positiva, ou seja, a formacéo
de um precipitado laranja, indicando assim a possivel presenca de alcaloides.
Apenas nas amostras 1 e 2, tanto os extratos etandlicos como aquosos (EE1, EE2,
EA1l e EA2) ndo apresentaram precipitacdo, logo se supdem, que nao apresentem

alcaloides.

Com o Reativo de Mayer, houve a formacao de precipitado creme (reagéo
positiva) apenas com 0s extratos aquosos EA5 e EA6, supondo-se assim, que
somente estes apresentavam presenca de alcaldides. Porém, apenas o extrato
etandlico EE1 ndo apresentou formacdo de um precipitado creme, todos os demais

formaram precipitados, indicando presenca de alcal6ides nestes.
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Por fim, com o Reativo de Wagner, a maioria dos extratos etandlicos e
aquosos apresentaram formacdo de um precipitado violaceo (reacdo positiva).
Apenas os extratos EA1, EA2 e EE1 ndo formaram precipitados, indicando auséncia

de alcaloides nestes extratos.
Diante disto, foi possivel constatar a presenca de alcaldides na maioria dos
extratos testados exceto os extratos EALl, EE1 e EA2, que apresentaram reacao

negativa com todos os reagentes.

Na Tabela 5, estdo os resultados obtidos tanto para os extratos etandlicos e

aguosos em relacao a presenca de alcaloides.

TABELA 5 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Alcaloides.

Alcalbides
Extrato n° Dragendorff Mayer Wagner
EA1 - - -
EA2 - - -
EA3 + - +
EA4 + - +
EA5 + + +
EA6 + + +
EE1l - - -
EE2 - + +
EE3 + + +
EE4 + + +
EE5 + + +

EEG6 + + +
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5.2.2 Presencga de Cumarinas

Segundo a técnica utilizada para deteccao de cumarinas, o aparecimento de
fluorescéncia amarela, apds exposicdo a radiagdo UV (A = 365 nm), indica a
presenca destes compostos. Na Tabela 6, estdo os resultados obtidos tanto para os

extratos etanolicos e aquosos em relacéo a estes compostos.

Analisando os resultados encontrados (Tabela 6), ficou evidente que a
maioria dos extratos apresentou fluorescéncia amarela, apés exposicao a radiacdo
UV (365 nm), indicando, desta forma, a presenca de cumarinas. Apenas 0s extratos

EA1, EA3, EA4 e EE4 ndo apresentaram fluorescéncia.
Ainda, h& nitida predominancia de fluorescéncia nos extratos etandlicos,

concluindo-se assim, que a presenca de cumarinas foi superior nos extratos

etandlicos em relacdo aos aquosos.

TABELA 6 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Cumarinas.

Extrato Cumarinas (fluorescéncia
amarela/ UV)
EAL -
EA2 +
EA3 -
EA4 -
EAS +
EA6 +
EE1l +
EE2 +
EE3 +
EE4 -
EE5S +

EEG +
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5.2.3 Presenca de Saponinas

Para identificar a presenca de saponinas nos extratos, foi empregada a
técnica do indice de espuma, baseada na capacidade destes compostos, de formar
espuma, apos agitacao rigorosa, e a persisténcia desta, decorridos quinze minutos.

Colunas com altura superior a um cm indicaram a presenga de saponinas.

Analisando as alturas das colunas de espuma formadas inicialmente, e apos
15 minutos, foi possivel notar a presenca de saponinas na maioria dos extratos,
tanto etandlicos quanto aquosos. Ainda, apenas o EA3 ndo apresentou formacado de
espuma satisfatoria, supondo-se, desta forma, a auséncia de saponinas neste

extrato.

O EA1, ap6s quinze minutos, ndo apresentou uma coluna de espuma
compativel com a presenca de saponinas, concluindo-se assim, auséncia destas

neste extrato.

Na Tabela 7 estdo descritos os tamanhos das colunas de espuma formadas,
e a persisténcia desta coluna apds quinze minutos para 0s extratos aquosos e

etandlicos.
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TABELA 7 - Resultados obtidos no screening dos extratos para Saponinas.

Saponinas

Extrato n° (cm de altura da coluna de espuma)

0 min Apo6s 15 min
EAl +(1,5) - (0,6)
EA2 +(1,8) +(1,2)
EA3 - (0,5) - (0,0)
EA4 +(2,4) +(1,8)
EAS5 + (5,0) +(2,7)
EA6 +(4,1) +(1,3)
EE1 +(7,2) + (7,0)
EE2 + (6,5) + (5,7)
EE3 + (4,5) +(3,2)
EE4 +(4,3) +(3,0)
EES +(5,8) + (4,7)
EE6 +(5,3) +(5,0)

Ao compararmos as Figuras 12 e 13, é nitida a diferenca do tamanho das
colunas de espuma formadas pelos extratos etandlicos, em relagdo as colunas
formadas pelos extratos aquosos, tanto em 0, como em 15 minutos, em todas as

amostras analisadas.
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FIGURA 11 - Altura da coluna de espuma (em cm) formada pelos extratos aquosos.
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FIGURA 12 - Altura da coluna de espuma (em cm) formada pelos extratos
etandlicos.

5.2.4 Presenca de Flavondides

Para deteccdo de flavondides nos extratos etanolicos e aquosos, foi
empregada a reacdo de cianidina, que consistiu na adicdo de HCI concentrado e o

oxido de magnésio aos extratos, desenvolvendo coloracdo violacea na presenca de
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flavanonas. Para confirmagéo dos resultados foi ainda realizada cromatografia em
camada delgada, onde a presencga de derivados flavonicos foi representada pelo

desenvolvimento de coloracdo amarela fluorescente.

Avaliando os resultados da reacao de cianidina, foi possivel perceber que a
maioria dos extratos apresentou o desenvolvimento de coloragéo violacea, indicando
a presenca de flavanonas. Porém, os extratos EA1 e EA3 nao desenvolveram

coloragéo apos a adicao de HCI concentrado e MgO.

Com a realizacdo da CCD foi possivel verificar a presenca de manchas de
coloracdo amarela em todos os extratos, quando expostos a radiacao UV, sugerindo

a presenca de flavondides em todos os extratos (Figura 13).

Como os extratos EA1 e EA3 ndo haviam apresentado coloracdo na reagao
da cianidina, mas apresentaram fluorescéncia na CCD, pressupfem-se a presenca
nestes extratos de chalconas, auronas ou isoflavonas, que possuem como

caracteristica ndo desenvolver coloragdo nesta reacao.

Na Tabela 8 estdo os resultados obtidos com a realizacdo das duas técnicas

para a deteccao da presenca de flavondides nos extratos etandlicos e aquosos.
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TABELA 8 - Resultados encontrados no screening dos extratos para Flavondides.

Flavonoides
Extrato n° Reacéo da Cianidina CCD
EAL - +
EA2 Violeta +
EA3 - +
EA4 Violeta +
EA5 Violeta +
EA6 Violeta +
EE1l Violeta +
EE2 Violeta +
EE3 Violeta +
EE4 Violeta +
EE5 Violeta +
EEG6 Violeta +

Analisando a Figura 14, é possivel visualizar a fluorescéncia apresentada pela
maioria dos extratos. Todavia chama a atencdo a amostra 1 na placa A, que
corresponde ao EAL, onde ficou dificil visualizar a fluorescéncia, ja que se

apresentou de forma discreta quando exposta a radiagéo UV.

FIGURA 13 - A) Cromatografia em Camada Delgada para identificacdo da presenca
de Flavondides nos seis extratos aquosos e o padrdao (P). B) Cromatografia em
Camada Delgada para identificacdo da presenca de Flavonoides nos seis extratos
etandlicos e o padréo (P).
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Diante disto, e do fato desta amostra (EA1) nao ter desenvolvido coloracao na
reacdo da cianidina, foi possivel concluir que esta amostra possuia pequena
quantidade de flavonoides, ao contrario das demais. Porém, como ndo foram

realizados testes quantitativos, ndo € possivel estimar esta diferenca.

5.2.5 Presenca de Taninos

Para detectar a presenca de taninos nos extratos, foi empregada a técnica de
precipitacdo ap6s adicdo de solu¢cdo aquosa de gelatina, técnica baseada na
capacidade destes compostos de precipitar proteinas. Ainda, para confirmacdo dos
resultados foi realizada reacdo de caracterizacdo com sais de ferro, que € uma
reacdo geral para substancias fendlicas, onde o desenvolvimento de cor azulada
indica a presenga de taninos hidrolisdveis ou gélicos, e a cor verde indica a

presenca de taninos condensados.

As amostras EA1, EA2, EA4, EA6, EELl, EE2, EE5 e EE6 apresentaram a
formacao de precipitado (granulos) quando em contato com a solucdo aquosa de
gelatina 1%. Isto sugere que estas amostras contém taninos, pois como citado
anteriormente, eles possuem a propriedade de precipitar proteinas, no caso as

proteinas (ou os aminoacidos) da gelatina.

As demais amostras apresentaram apenas a formacdo de leve turvacao,

sugerindo a possivel presenca de taninos, porém menos visivel que os demais.

J4, com a realizacdo da técnica de caracterizacdo com sais de ferro, foi
verificada a presenca de taninos em todos os extratos. Apenas 0s extratos EA2 e
EE1 apresentaram o desenvolvimento de coloracdo azul, indicando assim, a
presenca de taninos hidrolisdveis. Os demais desenvolveram coloracdo verde,

indicando presenca de taninos condensados.

Na Tabela 9 estdo os resultados encontrados, com a realizacdo duas técnicas

realizadas para a detecc¢ao de taninos.
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TABELA 9 - Resultado do screening dos e extratos para taninos.

Taninos
Extrato n® Formacdao de Precipitado  Caracterizagdo com sais

com gelatina de ferro
EA1l Precipitado Verde
EA2 Precipitado Azul
EA3 Leve turvacao Verde
EA4 Precipitado Verde
EAS Leve turvacao Verde
EA6 Precipitado Verde
EE1 Precipitado Azul
EE2 Precipitado Verde
EE3 Leve turvacao Verde
EE4 Leve turvacao Verde
EES5 Precipitado Verde
EE6 Precipitado Verde

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos e aquosos foram
determinadas através de microdiluicdo em caldo, possibilitando a determinacédo da
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao Bactericida Minima (CBM),

promovida por extratos etandélicos e aquosos de B. trimera e B. articulata.

Diante disto, mesmo que in vitro se obtenha o6timos niveis de inibicdo
antimicrobiana com estes compostos testados, € necessaria a realizacédo de estudos
in vivo para que se possam estimar exatamente o0s niveis eficazes em organismos

Vivos.
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5.3.1 Concentracdo de Claritromicina sollvel, dosada em CLAE

A determinacdo da concentracdo de claritromicina sollvel, na amostra
empregada como padrao, foi obtida calculando-se a area do grafico, obtido apds a

injecdo desta amostra no equipamento.

Segundo dados obtidos pela Central Analitca do UNIANALISES, a
concentracdo de claritromicina soluvel na suspensdo empregada como padrdo nas

analises microbiologicas foi de 46,91 ug/mL.

5.3.2 Resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) para os extratos

etanolicos

Com a determinacao das CIMs, para os extratos etandlicos, pode-se obter a
concentracdo exata destes extratos, capazes de inibir o crescimento bacteriano,

representado pela presenca de pocos limpidos nas placas.

Todos os extratos etanolicos, tanto de B. trimera como de B. articulata,
apresentaram capacidade de inibir o crescimento do microorganismo H. pylori. Na
Tabela 10 estdo demonstrados os valores das CIMs em ug/mL, obtidos para cada

um dos extratos etanolicos.

TABELA 10 - Concentracbes de CIM (ug/mL) encontradas para 0s extratos
etandlicos.

o L CIM
N°® amostra Espécie Local (ug/mL)
EE1 B. trimera Mata/RS 312,5
EE2 B. articulata Mata/RS 625
EE3 B. trimera Marques de Souza/RS 312,5
EE4 B. trimera Westfalia/RS 156,25
EES5 B. trimera Santa Clara do Sul/RS 312,5

EEG6 B. articulata Santa Clara do Sul/RS 625
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5.3.3 Resultados da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para os extratos

etanolicos

Para a obtencdo da concentracdo exata do extrato que ocasiona morte do
microorganismo (CBM), foi necesséario semear aliquotas das diluicdes dos extratos,
que produziram pocos limpidos (sem crescimento) apos o periodo de incubagdo em
placas contendo agar Mueller-Hinton, acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado estéril. Foi verificada a auséncia de crescimento bacteriano, nestas
placas, logo nestas concentragcdes os extratos foram capazes de ocasionar morte do
microorganismo H. pylori. Na Tabela 11, estéo relacionados os valores da CBMs em

Mg/mL para os seis extratos etandlicos.

TABELA 11- Valores da CBMs (ug/mL) obtidas a partir dos extratos etandlicos.

N° amostra Espécie Local CBM
(Hg/mL)

EE1 B. trimera Mata/RS 312,5
EE2 B. articulata Mata/RS 625
EE3 B. trimera Marques de Souza/RS 312,5
EE4 B. trimera Westfalia/RS 312,5
EES5 B. trimera Santa Clara do Sul/RS 312,5
EE6 B. articulata Santa Clara do Sul/RS 625

Diante dos resultados encontrados, conclui-se que todos o0s extratos
etandlicos apresentaram a capacidade de causar a morte do H. pylori. Fato
demonstrado através dos valores obtidos na determinacdo da CBM. Apenas o
extrato EE4 apresentou diferenga no valor da CBM em comparagdo com a CIM
(Figura 14).
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FIGURA 14 — Grafico dos valores da CIM (ug/mL) e da CBM (ug/mL) encontrados
para cada extrato etandlico testado.

Somente o extrato EE4, apresentou CIM (ug/mL) menor que os demais
extratos de B. trimera, porém sua CBM (ug/mL) foi idéntica aos demais extratos

desta espécie.

5.3.4 Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos

aquosos

Com a realizacdo da CIM para os extratos aquosos, pode-se verificar que a
maior parte dos extratos aquosos néo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano,

pois ouve predominancia de poc¢os turvos.

Apenas o0 extrato EA1 apresentou inibicdo do crescimento bacteriano CIM =
2500 pg/mL.
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5.3.5 Resultados da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para os extratos

aguosos

Como apenas o extrato EA1 apresentou inibicdo do crescimento bacteriano
na concentracdo 2500 pg/mL, foi realizada a determinacdo da CBM apenas para
esta concentracdo. Apos 72 horas de incubacdo, as placas apresentaram
crescimento bacteriano, quando semeado no Agar Mueller-Hinton acrescido de

sangue de carneiro estéril desfibrinado a 5%.

Diante destes resultados, pode-se concluir que o extrato EA1 apenas inibiu 0
crescimento bacteriano na concentragcdo 2500 upg/mL, mas ndo apresentou a

capacidade de ocasionar “morte” do H. pylori nesta concentracao.
Os demais extratos aquosos apresentaram crescimento bacteriano em todas
as diluicbes testadas. Desta forma, supde-se que nao possuam a capacidade de

inibir o crescimento do microorganismo H. pylori.

Na Tabela 12, estdo relacionados os valores obtidos da CIM (ug/mL) e CBM

(ug/mL) para 0s seis extratos aquosos.

TABELA 12 - Valores das CIM (ug/mL) e CBM (ug/mL) para os extratos aquosos.

N° amostra Espécie Local CIM CBM
(Mg/mL)  (ug/mL)

EA1 B. trimera Mata/RS 2500 -

EA2 B. articulata Mata/RS - -

EA3 B. trimera Marques de Souza/RS - -

EA4 B. trimera Westfalia/RS - -

EA5 B. trimera Santa Clara do Sul/RS - -

EAG B. articulata Santa Clara do Sul/RS




6. DISCUSSAO

Analisando os resultados obtidos, percebeu-se que tanto o extrato aquoso 1
(EA1l), como o extrato etandlico 1 (EE1l), pertencentes a espécie B. trimera,
coletados na cidade de Mata (RS), no inverno, apresentaram rendimentos superiores
aos apresentados pelo extrato aquoso 5 (EA5) e o etandlico 5 (EE5), também da
espécie B. trimera, coletados na cidade de Santa Clara do Sul (RS), no verdo. Ja, o
extrato etandlico 2 (EE2), coletado no inverno na cidade de Mata (RS), apresentou
rendimento ligeiramente inferior ao extrato etandlico 6 (EE6), coletado no verdo na

cidade de Santa Clara do Sul, ambos pertencentes a espécie B. articulata.

Estas diferencas nos rendimentos dos extratos, provavelmente sejam
resultado de variacbes ambientais como indices pluviométricos, temperaturas,

secagem, entre outros.

Apenas o0s extratos aquosos 1 e 2 (EA1 e EA2), e o extrato etandlico 1 (EE1),
da espécie B. trimera, coletados na cidade de Mata (RS), no inverno, nao
apresentaram a presenca de alcaldides. Todavia, o EA1 e o EE1, apresentaram
atividade antimicrobiana (o extrato aquoso, apenas atividade bacteriostatica na
concentracdo 2500 ug/mL, e o etandlico atividade bacteriostatica e bactericida, na
concentracdo 312,5 pg/mL), pressupondo-se, desta forma, que a presenca de
alcaléides ndo esteja, ou esteja muito pouco, relacionada com a atividade

antimicrobiana apresentada pelos extratos.

Assim como os alcaldides, provavelmente as cumarinas contribuem muito

pouco para o desenvolvimento de atividade antimicrobiana contra o microorganismo
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H. pylori. Pois, o extrato etandlico 4 (EE4) e o extrato aquoso 1 (EAl) néo
apresentaram a presenca de cumarinas. Todavia, o EA1, foi o Unico extrato aquoso
gue apresentou atividade bacteriostatica, e o0 EE4 apresentou acdo bactericida

idéntica aos demais extratos etandlicos pertencentes a espécie B. trimera, que

apresentaram a presenca de cumarinas.

Ainda, sabendo-se que os taninos possuem a propriedade de precipitar
proteinas, e da sua possivel atividade sobre as membranas celulares dos
microorganismos, o fato de todos os extratos testados no presente experimento,
terem apresentado a presenca de taninos, nos indica que outros metabdlitos devem
estar presentes para o desenvolvimento de atividade antimicrobiana. Pois, 0s
extratos aquosos, em sua maioria, ndo apresentaram atividade antimicrobiana, mas

todos haviam apresentado a presenca de taninos.

Devido ao fato de as saponinas apresentarem uma estrutura constituida de
parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide), e parte hidrofilica
(acucares), elas apresentam acdo sobre as membranas celulares, onde agem
alterando a permeabilidade, ou causando destruicdo (SIMOES et al., 2003, p.618).
Esta propriedade, provavelmente seja fundamental para o desenvolvimento da
atividade antimicrobiana apresentada por algumas espécies de plantas ricas em

saponinas.

Tendo em vista, que 0s extratos etandlicos apresentaram uma predominancia
de saponinas, em relacdo aos extratos aquosos, e ainda, como as colunas de
espuma formadas pelos extratos etandlicos foram superiores as formadas pelos
respectivos extratos aquosos, concluiu-se que a atividade antimicrobiana
apresentada pelos extratos etandlicos de B. trimera e de B. articulata frente ao
microorganismo H. pylori, esteja diretamente relacionada com a presenca de

saponinas.

Diante do fato de todos os extratos, tanto aquosos como etandlicos,
apresentarem reagao positiva para a presenca de flavondides, e como apenas o0s
extratos etandlicos demonstraram atividade antimicrobiana consideravel, entendeu-

se que a atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos de B. trimera e B.
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articulata seja resultado da presenca deste e de outros grupos de metabdlitos, como

as saponinas e os taninos.

Em 2008, um estudo realizado por Schimidt et al., demonstrou que as CBMs
dos extratos etanolicos de B. trimera sobre uma gama de bactérias (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Proteus
mirabilis e Bacillus subtilis) variou de 512 yg/mL a 2048 upg/mL. Ao compararmos
estes valores com os obtidos no presente estudo, onde as CBMs variaram de 312,5
Mg/mL a 625 pg/mL, percebeu-se que as concentracdes dos extratos etandlicos
necessarias para ocasionar a morte do microorganismo H. pylori foram inferiores as

encontradas para as referidas bactérias.

Os valores das CIMs e das CBMs, apresentados pelos extratos etandlicos de
B. trimera e B. articulata, ndo apresentaram variacao significativa em relagdo ao
periodo do ano em que foram coletadas, quando comparados o EE1 (B. trimera —
Mata/RS) coletada no inverno, com o EE5 (B. trimera — Santa Clara do Sul/RS)
coletado no verdo, assim como EE2 (B. articulata — Mata/RS) coletado no inverno,
com EE6 (B. articulata — Santa Clara do Sul/RS) coletado no verdo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Schmidt et al. (2008), onde demonstraram que a
variacdo sazonal afetou muito pouco o potencial antimicrobiano dos extratos

etandlicos de B. trimera.

Borella et al. (2001) observaram maiores teores de flavondides em individuos
de B. trimera coletados no verdo. Tendo em vista que estes metabdlitos possuem
reconhecida atividade antimicrobiana e, como todos 0s extratos aguosos e
etandlicos, tanto de B. trimera como de B. articulata, apresentaram a presenca de
flavondides, mas somente o EE4, coletado no periodo de verdo em Westfalia,
apresentou CIM inferior aos demais, € possivel gue nesta amostra tenha ocorrido um

incremento no teor destes metabdlitos, o que poderia justificar esta variacao.

Todavia, o EE5 também pertencente a B. trimera e coletado no verdo, nao
apresentou variacdo em relacdo ao EE1, também pertencente a espécie B. trimera,

mas coletado no inverno. Assim, fica evidente que mesmo que ocorra um aumento



88

no teor destes metabdlitos, a atividade antimicrobiana é resultado da presenca de
mais de um grupo de metabdlitos. Desta forma, é provavel que a CIM do EE4 tenha
também sido influenciada pelo ambiente onde foi coletada (chuva, luminosidade,
componentes do solo, entre outros), fatores que provavelmente tenham contribuido

para esta variagao.

Ainda, diante das analises estatisticas, foi possivel verificar que ocorreram
variac@es significativas (p < 0,001), entre os valores de CIMs, apresentados pelos
extratos de B. trimera e B. articulata. Analisando os valores de CIMs obtidos para
cada espécie, foi possivel verificar que ndo ocorreram varia¢des significativas (p >
0,05) dos valores de CIM, apresentados pelos extratos de B. articulata. Todavia, em
relacdo aos valores de CIMs, apresentados pelos extratos de B. trimera, foram
observadas variagcdes extremamente significativas (p < 0,001), quando comparados
os valores dos extratos EE1, EE3 e EE5 com EEA4.

Também, ndo houve variacao significativa (p > 0,05) dos valores de CBM para
extratos de mesma espécie, independente do local onde foram coletados. Mas,
diferenca extremamente significativa (p < 0,001), foi observada, para extratos de
espécies diferentes.

B.trimera apresentou valores de CIMs e CBMs inferiores aos de B. articulata,
guando se comparando os extratos EE1 (B. trimera) e EE2 (B. articulata), que foram
coletados no mesmo local e no mesmo periodo, assim como EE5 (B. trimera) e EE6
(B. articulata) também coletadas no mesmo local e periodo, sugerindo possivel

maior atividade antimicrobiana desta espécie.

Como a maioria dos extratos aquosos hao apresentou atividade
antimicrobiana, provavelmente o emprego destas duas espécies na forma de infusao
(forma mais empregada popularmente), ndo apresente atividade sobre pacientes
infectados por este microorganismo. Desta forma, o emprego popular da carqueja,
na forma de infusdo, para a melhora dos problemas gastricos, como Ulceras e

gastrites, decorra das suas propriedades antiinflamatérias.
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Em 2007, Leite et al. demonstraram a existéncia de atividade antiinflamatoria
e citoprotetora de extratos aquosos de B. trimera. Em 2009, Dias et al. referiram uma
reducdo de 90 % da area de lesdo ulcerativa com o emprego de extratos de
cargueja. Sendo assim, provavelmente os pacientes que utilizam esta planta obterédo
melhora dos sintomas clinicos das patologias gastrointestinais, principalmente pela
atividade antiinflamatéria exercida por esta.

Diante disto, pacientes infectados por H. pylori, que utilizarem infusdo para
eliminagédo deste microorganismo, provavelmente ndo eliminardo a bactéria, apenas
serdo beneficiados pela melhora dos sintomas clinicos resultantes das lesdes
causadas por este microorganismo (gastrite, Ulceras duodenais e/ou pépticas e até

mesmo O cancer gastrico).

Portanto, podemos pensar em duas hip6teses: os pacientes que ndo sao
colonizados por H. pylori e apresentam lesdes gastricas decorrentes de stress, ou
outro fator organico, serdo privilegiados com a diminuicdo da inflamacéo; os
pacientes infectados por H. pylori, que apresentam sintomatologia, ou seja, que ja
desenvolveram algum tipo de lesdo decorrente desta infeccdo, ao utlizarem a
infusdo, estardo apenas suprimindo estes sintomas, mas néo erradicando a bactéria.
Isto pode representar um problema, pois é sabido que a infeccéo por H. pylori € um
dos fatores predisponentes para o desenvolvimento de cancer gastrico. Assim, com
a melhora dos sintomas, a maioria dos pacientes nao ira investigar a real causa dos
sintomas, e permanecerdao colonizados por H. pylori, aumentando o risco de

desenvolverem cancer gastrico.



7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, com a realizacdo deste trabalho, foi possivel
concluir que os extratos etandlicos, tanto de B. articulata, como de B. trimera

possuem atividade antimicrobiana sobre o microorganismo Helicobacter pylori.

Constatou-se que a atividade antimicrobiana demonstrada pelos extratos,
apresentou variacdo significativa entre as duas espécies. Foi verificado que os
valores, tanto das Concentracdes Inibitérias Minimas, como das Concentracdes
Bactericidas Minimas, apresentados pela espécie de B. trimera, eram inferiores aos
da espécie B. articulata. Estes resultados sugerem que a atividade antimicrobiana de

B. trimera sobre o H. pylori, seja mais intensa, do que a de B. articulata.

Como os extratos etandlicos tanto de B. trimera como de B. articulata
apresentaram valores de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) idénticos para
amostras de mesmas espécies, independe do local de sua coleta, concluiu-se, que
sua atividade antimicrobiana sofra pouca, ou nenhuma, interferéncia do local de

coleta.

Ao correlacionar os resultados obtidos no screening fitoquimico, com a
atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos, percebeu-se que os resultados
obtidos para os extratos etandlicos foram ligeiramente superiores aos aquosos, em
todas as classes de substancias testadas, assim como os resultados obtidos para a
atividade antimicrobiana destes extratos. Como n&o foram realizadas analises

guantitativas destas substancias, apenas pode-se supor que estas estejam
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presentes em concentracdes maiores nos extratos etandlicos, e que estejam

diretamente relacionadas com a atividade antimicrobiana.

Ainda, é possivel, que em concentracbes maiores que as empregadas no
experimento, 0s extratos aquosos possam apresentar atividade antimicrobiana.
Todavia, seria necessario o emprego de uma quantidade muito grande de planta, o

gue tornaria o experimento pouco viavel.

E sabido, que os testes realizados in vitro ndo podem ser extrapolados para
tecidos humanos, pois existe a interferéncia dos mecanismos de absorgéo,
biodisponibilidade, eliminacdo, entre outros, que, in vivo, podem divergir dos
resultados obtidos in vitro.

Desta forma, por se tratar de um microorganismo que requer a associacao de
mais de um antimicrobiano para sua erradicacdo, por estar presente em grande
parcela da populacdo mundial, e principalmente, por estar associado ao
desenvolvimento de céncer gastrico, descobertas cientificas que possam contribuir
para diminuigdo das taxas de infecgdo, ou a descoberta de novas substancias que
possam servir de prot6tipo para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas

Sao muito importantes.

Portanto, € fundamental que novos estudos quimicos e biolégicos com estas
espécies sejam realizados, buscando identificar novos compostos quimicos com
atividades antimicrobianas, que possam servir de alternativa ao tratamento do
microorganismo H. pylori, principalmente diante do crescente nimero de cepas

resistentes aos tratamentos hoje disponiveis.
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