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RESUMO

O Helicobacter pylori € um importante patdégeno que acomete cerca de 50% da
populacdo em todo o mundo e esta envolvido em quadros de processos
inflamatorios persistentes na mucosa gastrica, resultando diversas lesbes, na
maioria das vezes, gastrite cronica que podera resultar em gastrite antral, Glcera
duodenal, gastrite atréfica multifocal, Ulcera gastrica e até mesmo cancer gastrico.
Além disso, a resisténcia bacteriana aos antibiéticos aliada a problematica mundial
de pacientes com infeccdes graves e altas taxas de mortalidade diminuem o
montante de drogas disponiveis, 0 que reforca a necessidade de novas formas de
tratamento, principalmente de origem natural. O uso de plantas medicinais e
fitoterapicos padronizados com eficacia e seguranca tem apresentado relevantes
resultados, visto que os metabdlitos secundarios produzidos por diversas plantas
sdo capazes de alcancar alvos terapéuticos. O Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) do Ministério da Saude propde o estudo de
varias espécies vegetais para 0 acesso seguro e uso racional de plantas medicinais
e fitoterdpicos. O Brasil apresenta 25% da flora mundial, € um cenéario para o
desenvolvimento de novos medicamentos de espécies vegetais. O Ministério da
Saude elaborou a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) segundo levantamento em municipios que ja faziam uso desta pratica.
Dentre as plantas medicinais listadas na RENISUS, esta o género Astronium
(Anacardiaceae), com as especies A. graveolens e A. fraxinifolium dentre as 13 que
possui. A. fraxinifolium € descrita no tratamento de hemorragias e diarreias, Ulceras
da pele, reumatismo e também tem acdo anti-séptica. A atividade biolégica de A.
graveolens é decorrente da presenca de substancias volateis repelentes. Neste
trabalho foram estudados os extratos hidroetandlicos do caule e das folhas de
ambas as espécies para determinacdo da atividade antimicrobiana frente ao
Helicobacter pylori através da técnica de microdiluicdo, sendo a amoxicilina utilizada
como controle positivo. Os resultados mostraram que tanto o extrato do caule como
das folhas de ambas as espécies testadas, apresentaram concentragdes inibitorias
minimas (CIM) maiores que 1000 pg/mL, e, portanto foram pouco ativos frente ao H.

pylori.

Palavras chave: Helicobacter pylori, Astronium sp, atividade antimicrobiana
microdiluicéo.
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1. INTRODUCAO

A maioria das doencas infecciosas é decorrente de um simples agente
causador, cuja identificacdo é de extrema importancia, ndo apenas para medidas de
controle como também para o diagndstico e tratamento (FAUCI e MORENS, 2012).
S&0 micro-organismos patogénicos ou oportunistas como virus, fungos, bactérias e
parasitas que acometem pacientes diagnosticados com doencas infecciosas, sendo
transmitidas de forma direta ou indireta entre as pessoas (WHO, 2014a).

As doencas infecciosas destacam-se pela capacidade de gerar um grande
impacto nos seres humanos. Desempenharam papel relevante no cenario de guerra
atuando como responsaveis em estratégias através de pandemias e epidemias
locais, definindo destinos de nacdes (FAUCI e MORENS, 2012) e, segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ainda sédo causas predominantes de morte
em paises de baixa renda (WHO, 2014b).

No contexto histérico, a propagacdo de micro-organismos infecciosos
originando condi¢bes favoraveis para a disseminacdo de doencas infecciosas esta
relacionada ao momento em que o homem passou a viver em sociedade e deu inicio
ao desenvolvimento do cultivo, suprindo as necessidades alimentares e provocando
a estabilizacdo e crescimento populacional (STACHER, 1995). O surgimento de
infeccBes e doencgas cronicas € dependente do habitat do individuo, baseando-se na
microbiota do hospedeiro (BEIRAO et al., 2014).

Neste ambito destaca-se o micro-organismo Helicobacter pylori (H. pylori), um
dos patdgenos mais difundidos globalmente (CAVE, 1997). Caracteriza-se por uma
bactéria Gram-negativa, espiralada e microaerdéfila (RAMIS et al., 2012) que

desencadeiam patologias de origem gastrica em cerca de 50% da populacdo em
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todo o mundo e sua prevaléncia depende da idade, classe socioeconémica e etnia

(AYESH et al., 2013).

Fonte: Science Photo Library, 2014

A infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori, na maioria dos casos, é adquirida
na infancia causando inflamacdo aguda e cronica no estbmago, visto que as
criancas possuem habitos de vida mais exposto, o que as torna mais vulneraveis e,
se nado tratada, pode persistir para o resto da vida (FIORENTINO et al.,, 2013;
CARTAGENES et al., 2009). Em adultos também ocorre inflamacg&o aguda e cronica
no estbmago, mas a aquisicdo natural € mais rara, podendo variar dependendo da
classe econbmica e da etnia. Geralmente nos paises em desenvolvimento as
criangas sao infectadas antes dos 10 anos de idade devido ao nivel de saneamento
e higiene doméstica. Nos paises desenvolvidos a doenca acomete a faixa etaria

mais avancada (TAN e WONG, 2011).
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A prevaléncia das doencas oriundas desse micro-organismo em adultos nos
paises desenvolvidos é entre 20 a 55% e em criancas varia de 4 a 32%. Em paises
em desenvolvimento os valores sdo maiores podendo atingir até 90% da populacéo
adulta e em criancas varia de 16 a 92%, e pode ser aumentada com alguns fatores
tais como condi¢cdes precéarias de higiene, baixas condi¢cdes socioecondmicas,
elevada densidade populacional (CANCELA et al., 2008).

A transmissédo da doenca ainda ndo esta completamente elucidada, estando
entre as vias oral-oral, fecal-oral e gastro-oral. A dificuldade de estabelecer apenas
uma via para aquisicao do H. pylori € devido as varias formas de contagio que em
determinados ambientes estao interligadas como em creches ou ambiente familiar
devido a convivéncia proxima. Na via oral-oral, através de refluxo gastroesofagico, a
bactéria consegue alcancar a mucosa oral e se alojar na saliva e placa dental, sendo
transmitida pelo contato intimo. Na via fecal-oral, a bactéria desloca-se do estbmago
para o intestino no muco e suco gastrico, podendo ser eliminada nas fezes e
contaminar a agua e alimentos. Esta via ocorre comumente em regides com
condicbes precéarias de higiene e saneamento. Na via gastro-oral, a bactéria é
encontrada no suco gastrico e pode ser eliminada pelo vomito (CARTAGENES et al.,
2009).

O H. pylori € uma bactéria capaz de colonizar especificamente a mucosa
gastrica (FIORENTINO et al., 2013), causando uma infec¢éo inicial que geralmente
desenvolve gastrite aguda, que pode ser resolvida com a eliminacdo da infeccdo
pelo H. pylori ou gerar uma gastrite cronica, 0 que ocorre com a grande maioria.
Sobretudo, alguns pacientes irdo desenvolver gastrite antral que podera ser
complicada para uma ulcera duodenal e ocasionalmente para um linfoma. Além

disso, outros pacientes poderdo desenvolver gastrite atréfica multifocal e
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subsequentemente pode levar ao desenvolvimento da Ulcera gastrica, cancer
gastrico e ocasionalmente linfoma (TAN e WONG, 2011).

Na atualidade, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica o H. pylori
como carcindégeno Tipo 1 devido a estudos epidemiolégicos que demonstraram que
0 risco de cancer gastrico causado por este patdégeno € de aproximadamente 75%.
A capacidade de este micro-organismo induzir o processo inflamatorio da gastrite
sugere gque ele seja o responsavel na iniciacdo e promocdo da neoplasia gastrica
(FIORENTINO et al., 2013).

Ainda que metade da populacdo mundial possua o patdgeno, cerca de 80%
desses individuos ndo apresentam evidéncias clinicas e somente 3% deles
desenvolvem neoplasias gastricas, podendo sugerir que o meio ambiente, a
genética do hospedeiro e o tipo de cepa da bactéria estdo envolvidos no
desenvolvimento da doenca (LIMA e RABENHORST, 2009).

A barreira epitelial gastrica é importante na protecao contra micro-organismos
desconhecidos sobre a mucosa. Assim, ela consiste em revestimento de células
epiteliais representando a primeira barreira de protecdo, possuindo juncdes
localizadas apicalmente entre as células e desempenhando papéis criticos em
preservar a integridade da barreira epitelial, funcéo, polaridade celular e adesé&o
intercelular (FIORENTINO et al., 2013).

O H. pylori, entretanto, é capaz de produzir enzimas téxicas como lipases,
ureases e proteases que desconfiguram os fatores de protecdo do epitélio, além de
possuir facil locomocdo para atravessar a camada de muco devido aos seus
flagelos. E ainda sintetiza outras enzimas como superoxido dismutase, catalase e

arginase que conferem protecédo contra atividade litica de macréfagos e neutrofilos,
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impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro, e assim expressando 0 sucesso da
infeccdo gastrica (LADEIRA et al., 2003; LIMA e RABENHORST, 2009).

A enzima urease hidrolisa a uréia presente em condic¢des fisioldgicas no suco
gastrico, levando a producdo de amodnia. Esta, entdo, atuard como receptor de ions
H* gerando um pH neutro no meio intracelular, o que garante ao H. pylori a
resisténcia a acidez gastrica, considerado um de seus mais conhecidos fatores de
viruléncia (WROBLEWSKI et al., 2010).

Em relacdo ao tratamento, o regime medicamentoso mais utilizado é a terapia
tripla de Maastricht (MACHADO et al., 2008), com associagdo entre claritromicina,
amoxicilina e omeprazol, porém devido ao uso indiscriminado desses medicamentos
na faixa etaria pediatrica, jA € observado no Brasil resisténcia bacteriana a
claritromicina e amoxicilina (CANCELA et al., 2008). Como alternativa, foi lancado a
terapia quadrupla com sal de Bismuto recomendada como terapia de segunda linha
juntamente com um inibidor da bomba de prétons e dois antibiéticos e até mesmo de
eventual terapia de primeira linha nas recomendacdes de Maastricht. Ford et al
(2008). Utilizados em curto prazo, 1 a 2 semanas, 0s compostos de bismuto sao
seguros (CUNHA E AREIAS, 2010). A resisténcia a amoxicilina € considerada rara
na maioria dos paises, entretanto, no Brasil, € o antibiético mais prescrito para
criancas, sendo aproximadamente 38% das cepas ja resistentes (CANCELA et al.,
2008).

A resisténcia bacteriana é dada a cepas de micro-organismos capazes de
sobreviver e multiplicar-se até mesmo em meio com concentracdes elevadas de
antimicrobianos, maiores a doses terapéuticas dadas a humanos. Além disso, dentre
os diversos problemas encontrados para o0 aumento da resisténcia bacteriana

destacam-se o erro na selecao, indicacdo e prescricdo dos medicamentos. Muitas
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vezes derivados da falta de conhecimento da farmacologia ou diagndésticos incertos
(WANNMACHER, 2004). Pacientes que ndo seguem o tratamento e fazem uso de
antimicrobianos de forma excessiva também colaboram para desenvolvimento da
resisténcia bacteriana (COGO, et al.; 2010).

Neste ambito, esta problematica tornou-se preocupacdo mundial devido a
frequéncia de pacientes com infeccdes graves, aliado a altas taxas de mortalidade
(ARIAS e CARRILHO, 2012). Adicionalmente, a rapida evolucdo que torna as
bactérias cada vez mais resistentes tem resultado em uma dréstica diminuicdo do
arsenal de drogas disponiveis, gerando cepas resistentes a quase todos os agentes
antimicrobianos, fato que torna ainda mais necesséaria a busca por novas fontes
antimicrobianas, principalmente de origem natural (ROCHA et al.; 2011).

Os extratos vegetais mostram uma grande oportunidade de reverter este
guadro devido a versatilidade neles presente (DAS et al, 2010). Assim, a fitoterapia e
as plantas medicinais proporcionam potenciais terapéuticos e econémicos visados
(COSTA et al., 2010).

As plantas medicinais possuem grande diversidade quimica em sua
composicdo, se destacando no mercado atual e motivando ainda mais pesquisas
nessa area. Possuem principios ativos, conhecidos como compostos secundarios de
metabolismo, desenvolvidos para defesa contra patdgenos e sdo pertencentes a
diferentes classes como terpenos, alcalbdides, quinonas, lignanas, flavonoides,
xantonas, lactonas, entre outras. Os extratos vegetais e 6leos essenciais sdo uma
alternativa na diminuicdo do uso de medicamentos sintéticos, em vista do custo
reduzido, facilidade de acesso e melhorar a atividade terapéutica (VENTUROSO et

al., 2011).
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O uso de plantas medicinais € uma pratica muito antiga e durante muitos anos
foi o principal recurso terapéutico nos tratamentos. Entretanto, os medicamentos
industrializados passaram a ser inseridos gradualmente na sociedade em
decorréncia de grandes avan¢cos na ciéncia da saude e da forte campanha
publicitaria promovida pelas industrias com intuito e promessas de cura em diversos
diagnosticos. Contudo, no Brasil, grande parte da populacdo continua fazendo uso
de terapias adjuvantes para cuidar da saude (BADKE et al., 2011).

O Brasil destaca-se com seu patrimdnio ambiental, ao possuir 25% da flora
mundial, um cenario de interesse comercial e com capacidade para desenvolvimento
de novos medicamentos. Embora as condi¢cdes no pais facilitem a difusdo desta
pratica terapéutica, destacam-se as propriedades toxicas que algumas plantas
medicinais possuem e sdo desconhecidas pelos individuos, podendo gerar risco a
saude, além de serem comercializadas de maneira ndo controlada (ALMEIDA et al.,
2013).

A Portaria do Ministério da Saude (MS) n° 971, de 03 de maio de 2006 foi
elaborada com o objetivo de estimular os mecanismos naturais de prevencado e
recuperacdo da saude por meio das praticas integrativas e complementares como as
plantas medicinais e fitoterapicos, de forma a garantir a integralidade da atencéo a
saude, das condi¢cdes de bem-estar fisico, mental e social estabelecido pela Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Salude (SUS) (BADKE et al., 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2014a).
Posteriormente, aprovou-se o0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), através da Portaria Interministerial n°® 2960, de 9 de
dezembro de 2008, voltado para o acesso seguro e uso racional de plantas

medicinais e fitoterapicos no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2014b).
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Em 2009, o Ministério da Saude divulgou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), onde foram selecionadas 71 espécies
vegetais apds alguns levantamentos em municipios que ja faziam uso desta pratica.
O objetivo foi orientar pesquisas que possam determinar o uso de plantas medicinais
e fitoterapicos para a populacédo de forma mais segura e eficaz (MINISTERIO DA
SAUDE 2014c). Entre os géneros listados pelo Ministério da Satde, encontra-se o
Astronium.

Diante desta area promissora de estudos, um grupo de pesquisadores
composto por uma equipe multidisciplinar, incluindo bibélogos, botanicos,
farmacéuticos e quimicos estdo construindo seus estudos e propondo o projeto
tematico intitulado “Fitoterapicos padronizados para o tratamento de doencas
cronicas” coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, com suporte financeiro da
FAPESP (Projeto Biota - processo n°09/52237-9). O projeto tem como objetivo o
desenvolvimento de novos fitoterapicos e é constituido de estudos envolvendo
plantas incluidas na lista proposta pelo SUS com atividade em doencas crénicas em
especial as utilizadas no combate a doencas do trato gastrointestinal, ressaltando o
Astronium sp, da familia Anacardiaceae.

A familia Anacardiaceae possui vasta distribuicdo geografica, podendo ser
encontrada na Argentina, México, Bolivia e Paraguai. No Brasil, € encontrada
principalmente no nordeste. A madeira € bem utilizada em construcéo civil como
ripas, caibros por ser resistente e imputrescivel (PACHECO et al., 2006).

O género Astronium € neotropical e reline espécies arbéreas. E constituido
por 13 espécies e 8 variedades (CARMELLO-GUERREIRO e PAOLI, 2000), sendo
12 espécies distribuidas de norte a sul no Brasil, ocupando habitats como o Cerrado

no pantanal do Mato Grosso, as florestas da Caatinga e areas ao redor, floresta



19

Amazobnica e a Mata Atlantica (AGUIAR et al., 2003).No presente trabalho foram
estudadas as espécies Astronium fraxinifolium e Astronium graveolens.

O Astronium fraxinifolium (Goncalo-Alves) (Figura 2) é uma espécie arborea
do Cerrado, caracteristica de terrenos secos, com rochas e melhores condi¢des
guimicas. A espécie possui madeira compacta e resistente, utilizada na marcenaria
até para fino acabamento, construcéo civil e naval e paisagismo (FEITOSA et al.,
2011). Possui excelente qualidade e grande quantidade de tanino, o que a torna
resistente a podriddo em contato com o solo por longos periodos (AGUIAR et al.,
2003).

As cascas e folhas sado utilizadas através de chas ou infuso e possuem
indicacao terapéutica adstringéncia e acao anti-inflamatéria (SILVA et al., 2010a). A
presenca de taninos na casca da arvore de A. fraxinifolium contém atividades
antioxidante, gastroprotetora, cicatrizante e antimicrobiana, sendo usada na
medicina popular para bronquite e tuberculose. Enquanto que as raizes e as folhas
sdo usadas principalmente para o tratamento de ulceras, bronquite, resfriados e

reumatismos (LEITE, 2002; MARTINS, 2013).

Figura 2. Fotografia de Astronium fraxinifolium.

Fonte: Embrapa, 2014.
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Silva et al. (2010a) realizaram a triagem fitoquimica de algumas plantas do
cerrado, dentre elas, o A. fraxinifolium. Os resultados mostraram uma forte presenca
de taninos, esterdides e triterpenos nas folhas. Maia et al. (2002) estudaram o0s
componentes do 6leo essencial de A. fraxinifolium, destacando-se a presenca de
42,2% de cis-beta-ocimeno, 13,3 % de biciclogermacreno, 13,2% de limoneno e
11,1% de trans-beta-ocimeno.

O Astronium graveolens Jacq. (aroeira) (Figura 3) é encontrado no cerrado
brasileiro e possui fontes importantes, relatadas na cultura popular, de principios
ativos de seus metabdlitos secundarios. Mede de 15 a 25 metros de altura e tronco
entre 40 a 60 cm de diametro. Suas folhas possuem de 4 a 7 pares de foliolos com
cheiro caracteristico (SILVA et al., 2010b). A atividade biolégica desta espécie esta
atrelada as substancias volateis que ela possui como trans-beta-ocimeno,
substancia utilizada como repelente para a espécie de formiga Atta laegivata
(PERES FILHO et al., 2002).

Hernandez et al. (2013) estudaram a composi¢cdo do 6leo essencial de A.
graveolens e constataram que a presenca de monoterpenos foi predominante na
amostra com porcentagem de 59%, dos quais 23,9% correspondem ao trans-p-

ocimeno, 19,8% ao a-pineno, 15,5% ao &-3-careno e 12,7% ao a-felandren.

Figura 3. Fotografia de Astronium graveolens
3 N e »

Fonte: Escola Superior de Ariclturé “Luiz de Queiroz”, 2014.
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Para avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos de plantas medicinais,
existem diferentes métodos como o de difusdo em agar, método de macrodiluicdo e
de microdiluicdo, sendo este ultimo bastante utilizado, pois permite verificar a menor
concentracdo de extratos necessaria para inibir o crescimento do micro-organismo,
valor conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Esta técnica possui
outras vantagens em relacdo ao menor custo, maior reprodutibilidade e sensibilidade
(cerca de 30 vezes mais que outros métodos descritos na literatura), menor
guantidade de amostra requerida, possibilidade de utilizar um maior nidmero de

amostras ao mesmo tempo (OSTROSKY et al., 2008).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o potencial antibacteriano dos extratos vegetais de Astronium

graveolens e Astronium fraxinifolium.

2.2. Objetivo Especifico

Determinar a atividade antibacteriana dos extratos hidroalcodlicos do caule e

das folhas de Astronium graveolens e Astronium fraxinifolium frente ao Helicobacter

pylori.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

- Agar Miieller Hinton + 5% de sangue de carneiro (AS) - Biomérieux®
- amoxicilina - Unido Quimica®

- Caldo Mueller-Hinton (CMH) - Difco®
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- cloreto de sédio - J.T.Baker®

- dimetilsulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich®
- fosfato de sédio dibasico - J.T.Baker®

- fosfato de s6dio monobasico - Reagen®

- glicerol - Sigma-Aldrich®

- resazurina - Sigma-Aldrich®

- soro fetal bovino (SFB) - Vitrocell®

3.2. Equipamentos

- autoclave vertical - Phoenix®

- balanca analitica - Shimadzu®

- camara de fluxo laminar - Veco®

- espectrofotdmetro - Pharmacia LKB Ultrospec 111°

- espectrofotdmetro de microplacas Epoch - Biotek®

- estufa de incubagéo bacteriolégica com CO, - Forma Scientific®
- peagdmetro - Marconi®

- purificador de agua destilada - Millipore®

- purificador de agua mili-Q - Millipore®

- ultrassom - Thornton®

- vortex mixer SA8 - Stuart®

3.3. Extratos Vegetais

3.3.1. Obtencéao e Procedéncia

As folhas e caules de A. fraxinifolium foram coletados em dezembro de 2007
no municipio de Porto Nacional (TO) pelo Prof. Dr. Cristiano B. Pereira. Exsicatas

foram depositadas no Herbario da Universidade de Tocantins em Palmas (TO)
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sendo identificadas pelo Prof. Dr. Eduardo R. dos Santos, obtendo o numero de
registro 333.

As folhas e caules de A. graveolens foram coletados em outubro de 2007 em
viagens de campo no Bosque dos Jequitibds no municipio de Campinas (SP) pela
pos-graduanda Eliana Ramos do Instituto Agronémico de Campinas (Campinas).
Exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas,
sendo identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro do Instituto de Biologia
(UNICAMP) obtendo o numero de registro 148133.

Os extratos hidroetandlicos utilizados foram obtidos pelo doutorando
Leonardo Perez de Souza, do projeto “Fitoterapicos padronizados para o tratamento
de doencas crbnicas” (processo BIOTA-FAPESP n° 09/52237-9) e cedidos pelo Prof.
Dr. Wagner Vilegas, do Campus Experimental do Litoral Paulista - UNESP - Séo
Vicente.

Os extratos foram obtidos pelo método de extracdo exaustiva de percolacéo
simples segundo a Farmacopéia Brasileira (2010). O processo teve inicio com 0
intumescimento prévio de uma quantidade do p6 com etanol 70% (v/v) durante 2
horas fora do percolado. Apds esse periodo, o percolado foi empacotado com a
mistura (p6 + etanol 70%). O empacotamento foi feito de forma mais homogénea
possivel, evitando a formacdo de bolhas ou buracos no conteudo alocado dentro do
percolador. A altura do enchimento obedeceu a proporcao de 5:1 (cada 5 referente
ao percolador, 1 do p6 da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazao
do percolado ficou em 1,0 a 2,0 mL/min/Kg de droga vegetal comum tamanho médio
de particula de 1 a 3 mm.

ApoOs a extracdo, os percolados foram rotaevaporados sob presséo reduzida,

em temperatura 50 °C. Os extratos foram transferidos para vidros tarados e deixados
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em capela até completa eliminacdo do solvente. Quando necessario, 0s extratos

foram liofilizados para completa remocao da agua.

3.3.2. Preparo das solug¢des dos extratos

Os extratos foram diluidos na concentragdo de 2000 pg/mL em
dimetilsulféxido - DMSO (20%) e Caldo Mueller Hinton - CMH (80%), como solugéo-

estoque até o inicio dos experimentos.

3.3.3. Espectro de absorcéo

Os extratos vegetais adequadamente dissolvidos foram submetidos a leitura
em espectrofotbmetro (absorvancia - Abs) num intervalo de leitura de 400 a 700 nm,
para a determinacdo do comprimento de onda de absor¢cdo dos mesmos.

A partir dessas analises, foi possivel avaliar o comprimento de onda maximo
de absorcdo dos extratos vegetais e verificar a possivel interferéncia da coloracao
nas leituras de absorbancia para determinar o comprimento de onda na

determinacdo dos CIMs dos extratos.

3.4. Cepa Microbiana
Foi utilizada a cepa padréo de Helicobacter pylori ATCC 43504.

3.4.1. Estocagem e Manutencao

A cepa de H. pylori foi mantida em CMH contendo 50% de soro fetal bovino
(SFB) acrescido de 50% de glicerol e mantido a -20 °C. Para o uso, o H. pylori foi
repicado em CMH acrescido de 50% de SFB e incubado a 37 °C, por 72 horas em

10% de CO, e umidade controlada.
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3.5. Avaliagédo da atividade antibacteriana

3.5.1. Padronizacao da suspenséao bacteriana

A suspensdo foi padronizada a partir de uma cultura em agar sangue (AS) de
72 horas com 10% de CO,, adicionando-se CMH acrescido de 50% de SFB até
atingir uma turvacdo igual a suspensdo do tubo 2 da escala McFarland
(aproximadamente 6 x 10°® UFC/mL). Em seguida foi verificada a leitura
espectrofotométrica a 570 nm para confirmacdo da concentragdo de micro-
organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10 em CMH acrescido de
50% de SFB, obtendo-se uma suspens&o de 6 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada nos

ensaios (CLSI, 2006).

3.5.2. Determinacdo da Concentragdao Inibitéria Minima (CIM)

3.5.2.1. Realizacao do Teste
A CIM foi determinada pela técnica de diluicAo em microplacas (96 orificios)

de acordo com a metodologia descrita segundo suplemento M100-S16 do CLSI
(2006) adaptada para as bactérias fastidiosas, com modificacdes.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 uL de
CMH acrescido de 50% de SFB. Em seguida foram acrescentados 100 pL das
solucdes dos extratos vegetais e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 pg/mL.
Adicionalmente foram distribuidos 20 pyL da suspens&o do micro-organismo em cada
orificio das microplacas. Como controle positivo foi utilizado a amoxicilina (1000
Mg/mL). Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle de
crescimento bacteriano, o controle dos extratos vegetais e o controle negativo

(solventes).
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As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 72 horas sob condicéo

de microaerofilia. Em cada microplaca foram testados dois extratos vegetais em

triplicata. Os testes foram realizados em

esquematicamente a organizacao dos testes nas microplacas.

Figura 4. Representacao da microplaca para determinacao da CIM.
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3.5.2.2. Leitura Espectrofotométrica

Apés a incubacédo, as microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia

a 595 nm, em espectrofotdbmetro de microplacas, obtendo-se valores a partir dos

@ 80 plL (C#HH+5FE)

. 80 pL (CHH4SFB) + 100 L 4.

froxin folivm

O 80 pL (CUH+SFE) + 100 pL A.

Qroveolens

triplicata. A Figura 4 mostra

guais foram construidos gréaficos que expressam a porcentagem de viabilidade dos

micro-organismos de acordo com Gudifia et al. (2010).

A inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de

crescimento no meio, sendo considerada a CIM a menor concentracdo do extrato
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vegetal capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas (HORNER et al., 2008;

HAWSER e ISLAM, 1999).

3.5.2.3. Leitura com Revelador

Foram realizadas leituras com o revelador resazurina (100 pg/mL) do qual 30
ML foi adicionado em cada orificio das microplacas nos testes com bactérias. No
decorrer de 2 horas a presenca de cor azul representa auséncia de crescimento e de
cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) €é considerada o
indicador mais utilizado em condicbes de redugdo em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na reducao da resazurina (cor
parpura) em resorufina (cor résea) (Figura 5). A resazurina tem uma correlagéo

direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células

bacterianas e até células de mamiferos (O’'BRIEN et al., 2000).

Figura 5. Reacéo de reducdo da resazurina.
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Fonte: Bonifacio, 2013
3.6. Célculo da viabilidade microbiana
A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a viabilidade
microbiana para cada micro-organismo, que foi calculada através da porcentagem
de inibicdo do crescimento microbiano, em diferentes concentracbes das

substancias testadas para o micro-organismo de acordo com a equacao:
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% Inibicdo do crescimento microbiano = [1- (Ac/A0)] x 100
onde: Ac representa a média das absorbancias por concentracdo de substancia
testada e ja subtraida do valor da absorbéancia obtida para cada concentracdo de
substancia sem a adicdo do inoculo e AO a média das absorbancias do controle de
crescimento microbiano (sem a substancia testada) (GUDINA et al., 2010). O
resultado final representa a porcentagem de células microbianas que a substancia

testada foi capaz de inibir.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacédo do CIM dos extratos vegetais

A CIM dos extratos hidroetandlicos das espécies A. fraxinifolium e A.
graveolens das regides folha e caule de ambas as espécies estdo apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1. CIM dos extratos hidroetandlicos de caule e folhas das espécies de Astronium sp através
da revelacdo com resazurina (0,01%).

Extratos vegetais CIM (pg/mL)
AFC >1000
A. fraxinifolium
AFF >1000
AGC >1000
A. graveolens
AGF >1000
Amoxicilina 31,25
AFC — caule de Astronium fraxinifolium AGC - caule de Astronium graveolens

AFF — folhas de Astronium fraxinifolium AGF - folhas de Astronium graveolens
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A revelagdo pela resazurina mostrou que os extratos de Astronium sp
testados: caule e folhas de A. fraxinifolium (AFC e AFF), e caule e folhas de A.
graveolens (AGC e AGF) nao apresentaram atividade antimicrobiana contra H. pylori
nas condicbes testadas ao apresentarem CIM maiores que 1000 pg/mL. A
amoxicilina apresentou CIM de 31,25 pg/mL para H. pylori.

A Figura 6 mostra representativamente um ensaio revelado com resazurina

0,01% para H. pylori.

Figura 6. Foto do ensaio de microdiluigdo com bactérias revelado com resazurina (0,01%).

Fonte: Autora
As Figuras 7 e 8 a seguir representam graficamente a porcentagem de células
microbianas que a substancia testada foi capaz de inibir em diferentes

concentragdes das substancias testadas.
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Figura 7. Inibicdo do crescimento de H. pylori pelo extrato hidroetandlico do caule de A. fraxinifolium.
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Figura 8. Inibicdo do crescimento de H. pylori pelo extrato hidroetandlico da folha de A. fraxinifolium.
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Figura 9. Inibicdo do crescimento de H. pylori pelo extrato hidroetandlico do caule de A. graveolens.
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Figura 10. Inibicao do crescimento de H. pylori pelo extrato hidroetandlico da folha de A. graveolens.
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Com os valores obtidos da leitura espectrofotométrica foi possivel plotar

graficos que relacionam a porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano com

a concentracao de extrato vegetal. Como observado, todos os extratos de caule e

folha de Astronium sp apresentaram baixa atividade antibacteriana contra o H. pylori,

resultando em gréaficos cujo ponto maior de inibicdo ainda é menor que 90% .
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Os resultados descritos, no presente trabalho, para os extratos de caule e
folha de A. fraxinifolium e A. graveolens através da revelacdo com resazurina
demonstraram que ndo houve atividade antimicrobiana, visto a coloracdo rosa
formada na microplaca nos pocos de teste. Entretanto, utilizando as leituras
espectrofotométricas, cuja precisdo € maior, pode-se notar que, de certa forma, os
extratos apresentaram atividade, embora em um menor percentual de inibicdo, nédo
sendo capaz de ser detectada a CIM com o revelador resazurina. Isso decorre da
sensibilidade do agente revelador resazurina (cor azul), que é oxidada na presenca
de células viaveis formando a resorufina, substancia de colorac¢do rosea. No entanto,
as nuances de cores entre o azul e o résea podem ocasionar duvidas na
determinacdo da CIM (STOPPA et al.,, 2009), detectada nesse caso somente
guando ocorre uma porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano igual ou
maior que 90% (HORNER et al., 2008; GUDINA et al., 2010; HAWSER e ISLAM,
1999). Ja a leitura espectrofotométrica fornece leituras (de turvacdo) que variam de
0 a 100 % de inibicdo de crescimento, demonstrando, portanto, maior sensibilidade.
Apesar disso, neste estudo, os resultados da leitura visual foram condizentes com a
leitura espectrofotométrica.

Deve-se destacar que o0s resultados obtidos neste estudo se referem ao
potencial antimicrobiano de plantas medicinais, que esta relacionado aos
metabolitos secundarios que elas produzem com funcdo de protecdo ou defesa
contra ataque de micro-organismos e insetos. Tais metabdlitos podem sofrer
variacbes quanto as concentracdes nas espécies em decorréncia de fatores
ambientais como temperatura e condi¢des hidricas (SILVA et al., 2010b).

N&o existem relatos observados na literatura a respeito da atividade

antibacteriana do A. fraxinifolium e A. graveolens contra o H. pylori, 0 que estimula
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ainda mais a busca por novas estratégias que possam aprimorar a atividade
biolégica de plantas medicinais e outras fontes naturais. Apesar dos extratos
mostrarem-se pouco ativos nestas concentracdes testadas, é notoria a existéncia de
um percentual entre 70% e 80% de atividade inibitéria. Com isso, alternativas como
o fracionamento mostram uma nova possibilidade de melhorar a atividade

antibacteriana.

5. CONCLUSAO

Os extratos hidroetandlicos de A. fraxinifolium e A. graveolens testados
quanto ao potencial antibacteriano para H. pylori foram pouco ativos com CIM
indetectaveis pela revelacdo com resazurina. Contudo, com o auxilio das leituras
espectrofotométricas pode-se notar que houve um potencial inibitério de crescimento
bacteriano, destacando a sensibilidade do método, o que deixa ainda mais evidente
a necessidade de realizar as duas leituras durante o teste de atividade
antimicrobiana e a necessidade de explorar outras alternativas de trabalho com
estes extratos, como por exemplo o fracionamento, com finalidade de melhorar a

atividade inibitoria.
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