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RESUMO

Dentre as véarias doencgas cronicas que acometem o homem, destacam-se as
gue afetam o trato digestério como as Ulceras gastricas e duodenais, colite
ulcerativa e doenca de Crohn, estando o Helicobacter pylori relacionado
intimamente com grande parte dessas doencas. Nesse contexto, o uso de
fitoterdpicos padronizados com eficdcia e segurangca determinadas tem
apresentado bons resultados no tratamento de tais doencas. Dentre as plantas
com potencial farmacologico, esta 0 género Astronium (Anacardiaceae) que
possui diversas espécies utilizadas pela medicina popular como, com destaque
para A. urundeuva (aroeira-do-sertdo), com propriedades adstringentes,
antitérmicas, antidiarreicas, antirreumaticas e antimicrobianas, atribuidas aos
componentes quimicos lignanas, flavonoides, triterpenos e xantonas. A fim de
aprofundar os estudos e o desenvolvimento de novas drogas a partir de plantas
medicinais, este estudo visou checar o potencial antimicrobiano de extratos
hidroalc6olicos de A. urundeuva frente ao Helicobacter pylori utilizando a
técnica de diluicdo em microplaca e o ensaio Checkerboard. Os resultados
mostraram que o extrato do caule desta espécie € pouco eficaz contra o H.
pylori, apresentando uma concentracao inibitéria minima (CIM) maior que 1000
pMg/mL, enquanto que o extrato da folha desta mesma espécie apresentou um
CIM de 1000 pg/mL. Quando avaliada em combinacdo com os antibidticos
usualmente utilizados no tratamento contra o H. pylori: o extrato das folhas de
A. urundeuva juntamente com a amoxicilina apresentou CIM significativamente
inferior (CIM AUFcomb= 7,81 pg/mL e CIM AMOXcomb= 0,48 ug/mL) do que
quando testados isoladamente (CIM AUF= 1000 pg/mL e CIM AMOX= 125
pg/mL). Da mesma forma, foi encontrado sinergismo para claritromicina em
combinacdo com o extrato das folhas (CIM AUFcomb= 31,2 pg/mL e CIM
CLRcomb= 0,97 pg/mL) e isolados (CIM AUF= 1000 pg/mL e CIM CLR= 0,97
pg/mL).Tais resultados demonstram que a combinagcdo dos extratos de A.
uruundeuva, principalmente das folhas, foi capaz de potencializar a atividade
antimicrobiana contra o H. pylori, 0 que pode contribuir para futuros estudos no
gue se diz respeito a busca de novas fontes antimicrobianas alternativas.

Palavras chave: Helicobacter pylori, Astronium urundeuva, fitoterapico,
Checkboard
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia € utilizada pelo homem no alivio de suas doencas desde a
antiguidade. Com o uso das plantas medicinais e do conhecimento popular,
gerado a partir disto, a fitoterapia foi se desenvolvendo ao longo do tempo. Nos
paises em desenvolvimento, cerca de 80% da populacdo depende apenas do
uso das plantas medicinais, seja pelo alto custo dos medicamentos
industrializados ou pelo dificil acesso a assisténcia médica. Isso mostra a
importancia de se ampliar a pesquisa e 0 desenvolvimento de terapias
alternativas que venham contribuir com os cuidados priméarios a saude
(ALMEIDA et al., 2013).

Constantemente a industria farmacéutica vem buscando inovar seus
produtos a fim de conseguir menores efeitos indesejaveis em relacdo aos
produtos ja existentes no mercado, com isso as plantas medicinais bem como a
fitoterapia apresentam interessantes potenciais terapéuticos (COSTA et al.,
2010). As plantas medicinais possuem diversos produtos quimicos que sao
provenientes de seu metabolismo secundario com potencial terapéutico, sendo
esses compostos de varias classes como alcaloides, lignanas, xantonas,
terpenos e quinonas (VENTUROSO et al.,, 2011). Dessa forma, pode-se
evidenciar a existéncia de plantas medicinais com compostos quimicos que
apresentam possiveis e importantes atividades antimicrobianas (DAS et al.,
2010).

Neste contexto um grupo de pesquisadores incluindo botanicos,
guimicos, farmacéuticos e bi6logos estdo empenhando seus estudos em um

projeto tematico intitulado “Fitoterapicos padronizados para o tratamento de
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doengas crdénicas”, coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, com suporte
financeiro da FAPESP (Projeto Biota — processo n° 09/52237-9). Fazem parte
desse projeto estudos que apresentam como base plantas relacionadas na lista
proposta pelo SUS, com atividade em doengas cronicas, em destague as
utilizadas no combate a doencas do trato gastrointestinal como Astronium sp

(Anacardiaceae).

1.1 Astronium urundeuva

A familia Anacardiaceae é geograficamente bem distribuida no Brasil,
sendo encontrada principalmente no Nordeste (PACHECO et al., 2006). A
maioria das espécies sao tropicais e subtropicais, e algumas também podem
ser encontradas em regides temperadas (SAWANGCHOTE et al.,, 2009). O
género Astronium reune espécies arbéreas e € constituido por 13 espécies e 8
variedades (CARMELLO-GUERREIRO e PAOLI, 2000) sendo que 12 espécies
séo encontradas do Norte ao Sul do Brasil, em diversos habitats, como as
areas do Cerrado nos pantanais do Mato Grosso, florestas caatingas e areas
circundantes, floresta amazoénica e Mata Atlantica (AGUIAR et al., 2003).

O A. urundeuva (fig 1) € uma das plantas mais utilizadas na medicina
tradicional nordestina para o tratamento de varias doencas (CUNHA et al.,
2009), sendo o caule bastante utilizado como “banho-de-assento” apés o parto.
Também € indicado na terapéutica de gastrites, Ulceras gastricas, cervicites,
vaginites, hemorroida (LORENZI, 2008) e como anti-inflamatério e cicatrizante

natural (PINHO et al., 2012). As atividades terapéuticas apresentadas se
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devem principalmente pela presenca de constituintes fitoquimicos tais como

Oleos essenciais, taninos hidrolisaveis e condensados (CUNHA et al., 2009).

Fonte: Lorezi, 208

1.2 Helicobacter pylori

Determinados micro-organismos que convivem com o hospedeiro e em
condi¢cdes normais nao sao patogénicos (MIMS et al, 2002) no entanto em
determinadas situacdes, esses micro-organismos podem ser agentes
causadores de doencas infecciosas.

Dentre as espécies bacterianas de interesse para a saude humana
destaca-se 0 Helicobacter pylori (Figura 2) um bacilo Gram-negativo,
microaerdfilo, da familia Enterobacteriaceae, helicoidal com flagelos, que tem
sido considerado o principal agente etiolégico da gastrite crbnica, Ulcera
péptica e neoplasias géastricas (MANYI-LOH et al., 2012). Pode-se observar
uma maior prevaléncia de infec¢cbes causadas por H. pylori nos paises em

desenvolvimento, em locais onde ha uma deficiéncia nos habitos de higiene e
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alimentacao, sendo que os fatores sécio-econdbmicos e ambientais tém papel
determinante em seu aparecimento e posterior manutengao (SILVA et al.,
2011).

A colonizac¢éo do epitélio superficial do estbmago se da pela penetracédo
da bactéria em suas criptas (fig 3), seguida da adaptacdo ao meio e a
aderéncia. A sobrevivéncia em meio acido é considerada sua principal
caracteristica, o bacilo é capaz de alterar o pH estomacal, pela producdo da
enzima urease, e além disso acredita-se que ocorra 0 aumento da secrecao de
gastrina (SILVA et al.,2011). A enzima urease é capaz de hidrolisar, em meio
acido, a ureia que esta presente no suco gastrico, e assim ocorre a producao
de aménia que é um receptor de ion H*, gerando por consequéncia um pH
neutro no meio intracelular e garantindo a sobrevivéncia da bactéria. Essa
relacdo entre a amonia e a urease favorece o desequilibrio da camada mucosa,
fazendo com que aparecam lesdes no revestimento da parede estomacal.
Acredita-se também que a urease pode estar envolvida na sinalizacdo para
ativacdo do sistema imune, gerando uma resposta inflamatéria no local

(WROBLEWSKI et al., 2010).
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No geral, os sintomas da gastrite envolvem queimacgéo, dor abdominal,
perda do apetite, nausea, vomito, sensacdo de saciedade e sangramento
digestivo. A dificuldade na absorcdo de alguns elementos e vitaminas podem
causar também quadros de fraqueza e diarreia (BURNETT-HARTMAN et al.,
2008; BANERJEE et al., 2008; NDIP et al., 2008).

Das doencas causadas por H. pylori destaca-se o desenvolvimento do
cancer de estdbmago. Este tipo de patologia esta diretamente associada a
permanéncia e consequente progresso da acdo do patdgeno, além da pré-
disposicdo genética do hospedeiro. De acordo com o Instituto Nacional do
Céancer (INCA) cerca de 20.390 novos casos sao esperados no Brasil, sendo
em sua maioria homens por volta de 70 anos. Nos brasileiros esses tumores
aparecem em terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto, entre as
mulheres. Ja em paises mais desenvolvidos tais como Inglaterra e Estados
Unidos estudos estatisticos tem verificado um declinio da incidéncia (INCA,

2014).
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Figura 3. Microscopia eletrdnica de transmisséo do H. pylori na parede estomacal ampliado
40000 vezes.

Fonte: Science photo library, 2014

1.3 Antimicrobianos

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de medicamentos
usados em tratamentos e profilaxia de doencas infecciosas em humanos e
animais, bem como podem exercer papel de auxiliares no processo de
crescimento de plantas na agricultura (ARIAS e CARRILHO, 2012). Eles podem
ser classificados como bacteriostaticos quando sdo capazes de inibir o
crescimento das bactérias ou bactericidas quando sédo capazes de matar as
bactérias (GUIMARAES et al., 2010).

O seu uso indiscriminado e abusivo € o grande responsavel pela
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, o que pode levar a falhas na terapia
medicamentosa esgotando as possibilidades de tratamento e até mesmo
elevando o indice de mortalidade (BOLIVAR et al., 2011; ARIAS e CARRILHO,

2012). Para erradicacdo da H. pylori € usada uma terapia tripla que consiste na
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combinacao de dois antibioticos, sendo os de primeira escolha a clarotromicina
e a amoxicilina ou metronidazol, juntamente com um inibidor da bomba de

préotons (WU et al., 2012).

1.4 Atividade antimicrobiana e sinergismo

Existem diferentes maneiras de avaliar a atividade antimicrobiana dos
produtos naturais, uma delas é a microdiluicio em placa. Neste método
verifica-se a menor concentracao de extrato utilizada para inibir o crescimento
dos micro-organismos, a concentracdo inibitéria minima (CIM). Para se
determinar o CIM é utilizado um método sensivel de microdiluicdo que foi
desenvolvido por Ellof em 1998 (OSTROSKY et al., 2008). Além de possibilitar
a utilizacdo de mais de uma substancia-teste, bem como de diferentes micro-
organismos em um mesmo ensaio, € possivel que este seja realizado em
microplacas, exigindo pequenos volumes de amostras e reagentes, fato
extremamente vantajoso quando se trabalha com produtos naturais, que na
grande maioria das vezes sdo obtidos em pequenas quantidades (COWAN,
1999; ALVES et al., 2008; YUNES e CALIXTO, 2001; DAS et al., 2010).

Além do teste de microdiluicdo, neste trabalho também foi realizado um
teste que avalia combinacfes de agentes antimicrobianos frente ao micro-
organismo, o Checkerboard. Esse teste avalia em um tempo fixo a atividade de
inibicdo do crescimento bacteriano ou bactericida de diferentes combinacdes
com concentracdes especificas. As interacdes sdo calculadas algebricamente e
interpretadas como sinérgica, indiferente ou antagonista, comparando-as com

as atividades dos agentes antimicrobianos testados individualmente. Esse teste
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deve ser considerado quando a previsibilidade de sinergismo é desconhecida,
como com um novo agente antimicrobiano neste caso o extrato do caule e das
folnas de A. urundeuva, ou quando a previsibilidade ndo é viavel devido ao
desenvolvimento de fatores de resisténcia bacteriana ou falhas no tratamento
(BERENBAUM 1978; ELIOPOULOS e ELIOPOULOQOS, 1988; ELIOPOULOS e
MOELLERING JR, 1996, PILLAI e MOELLERING, 2005; MITCHELLI et al.,

2012).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos vegetais do caule e das

folhas de Astronium urundeuva.

2.2. Especificos

v Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos do
caule e das folhas de A. urundeuva frente ao Helicobacter pylori;

4 Avaliar a existéncia de sinergismo entre os extratos do caule e das
folnas de A. urundeuva quando em combinacdo com claritromicina (CLR),
amoxicilina (AMOX), omeprazol (OMP) e a triplice (TRI), utilizados no

tratamento de infec¢des pelo H. pylori.
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3.JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a resisténcia dos micro-organismos em relacdo aos
antimicrobianos existentes e o uso indiscriminado destes, se faz necesséria a
pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos para aliar ao tratamento
das infeccdes (ARIAS e CARRILHO, 2012).

Além disso, na busca por medicamentos que tenham reduzido efeito
indesejavel, da-se a importancia da insercdo do uso de fitoterapicos, aliado
também ao seu baixo custo e a uma consciéncia econdmica. Isso gera a
necessidade de se testar as plantas medicinais a fim de utiliza-las
individualmente ou em associagcdao, melhorando os efeitos da terapia
antimicrobiana (VENTUROSO et. al., 2011).

Neste trabalho avaliou-se a atividade anti-Helicobacter pylori da espécie
Astronium urundeuva, popularmente conhecida como aroeira-preta ou aroeira-
do-sertdo e associada a ambientes secos do cerrado, savanas e caatingas,
sendo encontrada em regides do nordeste, sudeste e centro-oeste (GAINO et
al., 2010). As plantas foram escolhidas com base em seus compostos quimicos

gue possuem possiveis agentes antimicrobianos (DAS et al., 2010).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
- agar Mueller Hinton + 5% de sangue de carneiro (AS) - Biomérieux®
- amoxicilina - Unido Quimica®

- caldo Mueller-Hinton (CMH) - Difco®



- cloreto de sédio - J.T.Baker®

- claritromicina - EMS®

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

- fosfato de sédio monobasico - Reagen®

- glicerol - Sigma-Aldrich®

- omeprazol- Sigma®

- resazurina - Sigma-Aldrich®

- soro fetal bovino (SFB) - Vitrocell®

4.2. Equipamentos
- autoclave vertical - Phoenix®
- balanca analitica - Shimadzu®
- camara de fluxo laminar - Veco®
- espectrofotdbmetro - Pharmacia LKB Ultrospec I11®
- espectrofotdbmetro de microplacas Epoch - Biotek®
- estufa de incubacéo bacteriolégica com CO:2 - Forma Scientific®
- peagbmetro - Marconi®
- purificador de agua destilada - Millipore®
- purificador de agua mili-Q - Millipore®
- ultrassom - Thornton®

- vortex mixer SAS8 - Stuart®

20
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4.3. Extratos vegetais

4.3.1. Obtencéo e procedéncia

Os extratos fazem parte do projeto Biota “Fitoterapicos padronizados
para o tratamento de doencgas crénicas” (processo FAPESP no 09/52237-9),
coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas, do Campus Experimental do Litoral
Paulista - UNESP - Sao Vicente.

As folhas e caules de A. urundeuva foram coletados em novembro de
2007 em viagens de campo nos municipios paulistas de Balsamo e
Votuporanga pelo pos-graduando Leonardo Perez de Souza. Exsicatas foram
depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas sendo
identificadas pelo Prof. Dr. Jorge Tamashiro obtendo o numero de registro
1446. O método de extracdo exaustiva de percolacdo simples foi utilizado para

obtencao do extrato, seguindo a Farmacopeia Brasileira (2010).

4.3.2.Preparo das solugdes dos extratos
Os extratos foram diluidos na concentracdo de 2000 pg/mL em
dimetilsulfoxido - DMSO (20%) e caldo Mueller Hinton - CMH (80%), como

solucao-estoque até o inicio dos experimentos.

4.3.3. Espectro de absorcao dos extratos vegetais

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

mesmaos.
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A partir dessas analises, foi possivel avaliar o comprimento de onda
méaximo de absorcdo dos extratos vegetais e verificar a possivel interferéncia
da coloracdo nas leituras de absorbancia para determinar o comprimento de

onda na determinac&o dos CIMs dos extratos.

4.4. Cepa Bacteriana

Foi utilizada a cepa padrao de Helicobacter pylori ATCC 43504.

4.4.1. Estocagem e manutencéao das cepas
A cepa de H. pylori foi mantida em Caldo Mueller Hinton (CMH)
contendo 50% de soro fetal bovino (SFB) acrescido de 50% de glicerol e
mantido a temperatura de -20 °C. Para manutencéo durante o periodo de uso,
o H. pylori foi repicado em CMH acrescido de 50% de SFB e incubado a 37 °C

por 72 horas em estufa com 10% de CO2 e umidade.

4.5. Atividade bacteriana

4.5.1. Preparo da suspenséao bacteriana
A suspensao foi padronizada a partir de uma cultura em AS de 72 horas
com 10% de COg, adicionando-se CMH acrescido de 50% de SFB até atingir
uma turvacdo igual & suspensdo do tubo 2 da escala McFarland
(aproximadamente 6 x 108 UFC/mL). Em seguida foi verificada a leitura
espectrofotométrica a 570 nm para confirmacdo da concentracdo de micro-

organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10 em CMH acrescido



23

de 50% de SFB, obtendo-se uma suspensédo de 6 x 107 UFC/mL, a qual foi

utilizada nos ensaios (CLSI, 2006).

4.5.2. Determinacgéo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplaca de 96
pocos 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 para o H. pylori. Em seguida, foram
acrescentados 100 uL das solugdes dos extratos vegetais e entdo foi realizada
a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 yg/mL. Adicionalmente foram distribuidos 20
ML das suspensdes do micro-organismo em cada orificio das microplacas.
Como controle positivo foi utilizado a amoxicilina - AMOX (1000 pg/mL).
Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle de
crescimento bacteriano, o controle dos extratos vegetais e o0 controle negativo
(solventes). As microplacas foram incubadas em estufa: a 37 °C por 72 horas
com 10% CO2. Em cada microplaca foi testado os extratos do caule e das

folhas de A. urundeuva, sendo que os testes foram realizados em triplicata.

4.5.3. Ensaio checkboard
Para avaliar o efeito sinérgico do extrato do caule e das folhas de A.
urundeuva com amoxicilina (AMOX), claritromicina (CLR) e omeprazol (OMP)
(triplice - TRI) frente ao H. pylori foi realizada a técnica de microdiluicdo
modificada para o ensaio Checkerboard de acordo com a metodologia descrita

em Pillai e Moellering (2005) e Nogueira (2012)



24

Para a realizacdo dos experimentos, as solu¢cdes de antibidticos
(amoxicilina e claritromicina) e omeprazol (inibidor de bomba de prétons) foram
preparados individualmente solubilizando-os em &gua Mill-Q nas
concentragbes de 250, 125 e 5 pg/mL, determinadas a partir de dados da
literatura (LUTHER et al., 2010). Os extratos do caule e das folhas foram
avaliados combinados com cada agente antimicrobiano (AMOX e CLR) ou
OMP de maneira individual e simultanea (triplice).

Para os ensaios, a cultura de H. pylori foi transferida a solucéo de PBS e
ajustada a turbidez com a escala 2 de McFarland, seguida de leitura
espectrofotométrica a 570 nm até obtencdo de absorbancia 0,23 (6,0 x 108
UFC/mL), e posteriormente diluida na propor¢cdo 1:10 para obter-se a
concentracdo de 6,0 x 10 UFC/mL, que foi entdo utilizada nos ensaios.

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 pL de
CMH. Na ultima coluna (n° 12) adicionaram-se 100 pL das solu¢cdes de AMOX,
CLR e OMP ou da combinacéo tripla para realizacdo da diluicdo seriada,
transferindo-se sequencialmente 100 pL do pogo anterior para o proximo até a
coluna 2. Da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se 100 uL da
solucdo de extrato do caule ou das olhas (2000 pg/mL) para posterior
realizacdo da diluicdo seriada até a linha G. Portanto, a coluna 1 continha
apenas o extrato do caule ou das folhas de A. urundeuva e a linha H apenas a
AMOX, a CLR e o OMP ou a combinacéo tripla. No poco H1 foi feito o controle
de crescimento bacteriano. Adicionalmente, foram distribuidos 20 pL da
suspenséao de H. pylori em cada pogo.

As microplacas foram incubadas por 72 horas a 37 °C em condicfes de

microaerofilia (10% de CO2) e apo0s esse periodo foi realizada a leitura
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espectrofotométrica do crescimento bacteriano e a leitura com o revelador
resazurina (100 pg/mL), utilizado como indicador de crescimento bacteriano.
Os experimentos foram realizados em triplicata. A Figura 3 esquematiza a

realizagéo do teste em microplacas.

Figura 4. Fluxograma para avaliagdo do efeito sinérgico do extrato do caule e das folhas de A.
urundeuva com AMX, CLR, OMP e triplice.
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Para a avaliacdo da interacdo entre os diferentes tratamentos foi
calculado o indice de concentracao inibitoria fracionada (ICIF) de acordo com a

seguinte férmula (Eql):

ICIF = CIF (AUF) + CIF (antibiético)(Eq1)

B (CIM AUF na combinagdo) (CIM antibiético na combinagio)

ICIF
(CIM AUF) + (CIM do antibiético)

(Eq2)

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interacdo seguindo a classificacéo
descrita por Kumar et al. (2012), conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de ICIF correspondentes as diferentes interagfes.

Interacéo ICIF
Sinergismo CIF<0,5
Aditivo 0,5<CIF<1
Indiferente 1<CIF=<2
Antagonismo CIF>2

ICIF: indice de concentracao inibitéria fracionada; CIF: concentracgéo inibitoria fracionada.

4.5.4. Leitura espectrofotométrica

Apés a incubacdo, as microplacas foram submetidas a leitura de
absorbancia a 595 nm, em espectrofotbmetro de microplacas, obtendo-se
valores a partir dos quais foram construidos graficos 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 determinada a CIM a menor
concentracdo do extrato vegetal capaz de inibir o crescimento de 90% das

cepas (HORNER et al., 2008; HAWSER e ISLAM, 1999).

455. Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com o revelador resazurina (100 pg/mL) do qual 30 pL foram
adicionados em cada orificio das microplacas. No decorrer de 2 horas a presenca de
cor azul representa auséncia de crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento

bacteriano (O’BRIEN et al., 2000; PALOMINO et al., 2002; FUKUSHIMA et al., 2003).
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5.1. Determinacgao da CIM dos extratos vegetais
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A CIM dos extratos hidroetandlicos do caule e das folhas de A.

urundeuva estdo apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 5 e 6.

Tabela 2. CIM dos extratos hidroetandlicos de caule e folhas de A. urundeuva através da

revelacdo com resazurina (0,01%).

Extratos vegetais CIM (ug/mL)
AUC >1000
AUF 1000

Figura 5. Inibicdo do crescimento do micro-organismo pelo extrato hidroetandlico de caule de

A. urundeuva.
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Figura 6. Inibigcdo do crescimento do micro-organismo pelo extrato hidroetandlico das folhas de
A. urundeuva.
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O agente revelador resazurina quando preparado apresenta uma
coloracdo azul. Segundo Stoppa (2009) na presenca de células viaveis a
resazurina sofre oxidacao formando a resorufina que tem uma coloracéo résea.
Duvidas podem surgir na leitura com revelador uma vez que diferentes tons
entre 0 azul e o réseo podem aparecer, dificultando a determinacdo da CIM ,
detectada nesse caso somente quando 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). A revelacio com resazurina
mostrou que o extrato de caule de A. urundeuva ndo apresentou atividade anti-

Helicobacter pylori, jaA o extrato das folhas desta mesma espécie mostrou ser
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eficaz contra essa bactéria apresentando CIM de 1000 pg/mL. Esses
resultados foram condizentes com a leitura espectrofotométrica, que fornece
resultados através da turvacdo podendo variar de 0 a 100% de inibicdo de
crescimento, sendo um teste mais sensivel para detectar o crescimento

microbiano.

5.2. Ensaio checkerboard

O extrato das folhas de A. urundeuva testado isoladamente apresentou
CIM de 1000 pg/mL e a amoxicilina e claritromicina de 125 pg/mL ; 0,97 pg/mL
respectivamente. Quando testado em combinagdo, 0 mesmo apresentou CIM
de 7,81 pg/mL quando combinado com a amoxicilina, de 31,2 pug/mL quando
combinado com a claritromicina, e de 125 pug/mL quando combinado com a
triplice, comprovando dessa forma seu efeito sinérgico (ICIF < 0,5) como
apresentado na Tabela 3.

Quando combinados com o extrato, a amoxicilina e a claritromicina

apresentaram CIM de 0,48 pg/mL e 0,97 pg/mL respectivamente.
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Tabela 3. Efeito sinérgico do extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva frente a
amoxicilina (AMOX), claritromicina (CLR), omeprazol (OMP) e a triplice (TRI).

Substancia teste CIM (ug/mL) CIF ICIF Resultado
Sozinho Combinado
AUF 1000 7,81 0,01
+ 0,01 Sinérgico
AMX 125 0,48 0,01
AUF 1000 31,2 0,03
+ 0,03 Sinérgico
CLR 0,97 0,97 1,00
AUF 1000 1000
+
OMP ; ; ) ) )
AUF 1000 125 0,12 Sinérgico
+
Rl AMX:15,6 AMX:0,48 0,03 0,12 Sinérgico
- CLR: 7,81 CLR: 0,97 0,12 0,13 Sinérgico

CIM: Concentrac&o Inibitéria Minima; CIF: Concentrac&o Inibitoria Fracionada; ICIF: indice de
Concentragcdo Inibitéria Fracionada; AUF: Extrato das folhas de A. urundeuva; AMOX:

amoxicilina; CLR: claritromicina; OMP: omeprazol; TRI: triplice.

O método Checkerboard é um ensaio in vitro o qual analisa o efeito de
combinac¢des de agentes antimicrobianos com mecanismos de acgao distintos
no crescimento bacteriano (JACKSON et al., 2009). A terapia de combinacao
pode ser utilizada para expandir o espectro antimicrobiano, para evitar o
surgimento de organismos resistentes, para minimizar a toxicidade, e se obter
atividade antimicrobiana sinergistica (KUMAR et al.,, 2012). Os resultados
obtidos neste estudo pelo ensaio Checkerboard mostraram que quando
testados em combinacao, o extrato das folhas de A. urundeuva e a amoxicilina,
a CIM foi significativamente inferior (CIM AUFcomb= 7,81 pg/mL e CIM
AMOXcomb= 0,48 pg/mL) do que quando testadas isoladamente (CIM AUF=

1000 pg/mL e CIM AMOX= 125 pg/mL). Do mesmo modo encontramos 0s
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seguintes resultados para claritromicina em combinagéo com o extrato (CIM
AUFcomb= 31,2 pg/mL e CIM CLRcomb= 0,97 pg/mL) e isolados (CIM AUF=
1000 pg/mL e CIM CLR= 0,97 pg/mL). Para a triplice (combinagcdo entre
AMOX, CLR e OMP) usada no tratamento de doencas causadas por H. pylori
também encontramos uma significativa queda do CIM de modo que quando
testados isoladamente, pode-se observar os seguintes valores: CIM AUF=
1000 pg/mL, CIM AMOX= 15,6 pg/mL e CIM CLR= 7,81 pg/mL, e CIM
AUFcomb= 125 pg/mL , CIM AMOXcomb= 0,48 pg/mL e CIM CLRcomb= 0,97
pug/mL . Isso significa que no tratamento para H. pylori a dose terapéutica dos
antimicrobianos amoxicilina e claritromicina combinado com o extrato das
folhas de A. urundeuva podera ser menor, retardando assim o desenvolvimento
de resisténcia ao micro-organismo e melhorando o resultado da terapia.

Esses valores sdo expressos em indice de concentracao inibitoria
fracionada, calculados por uma equacgéo, sendo que valores < 0,5 indicam uma
interacdo sinérgica, sendo que o grau de sinergismo aumenta quando o valor
tende para zero (JACKSON et al.,, 2009). Baseando-se nesta informacéo, o
resultado obtido da associacdo do extrato das folhas de A. urundeuva com
amoxicilina, claritromicina e a triplice foi de uma interacdo sinérgica.

O papel do omeprazol € inibir de forma irreversivel a bomba H+/K+
ATPase (bomba de prétons), o passo terminal na secrecdo de acido. Este
farmaco é uma base fraca que se acumula no ambiente 4cido dos canaliculos
das células parietais onde é ativado (SHIN e SACHS, 2008). Desta forma na
terapia tripla, ele age sinergicamente a claritromicina e amoxicilina ao elevar o

pH gastrico (LIND et al.,1999). Assim pode-se explicar por que o omeprazol
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isoladamente e combinado apenas com o extrato das folhas de A. urundeuva
nao apresentou CIM.

Ha outros estudos, como Henley-Smith et al. (2014), que também
consideram sinergismo apenas quando o valor da CIM de determinada amostra
€ reduzida em combinacdo com alguma outra substancia, e néo
necessariamente através do calculo do ICIF. A Tabela 4 apresenta os
resultados do caule de A. urundeuva quando testado isoladamente e quando

em combinagdo com AMOX, CLR, OMP e com a TRI.

Tabela 4. Efeito sinérgico do extrato hidroetandlico do caule de A. urundeuva frente a
amoxicilina (AMOX), claritromicina (CLR), omeprazol (OMP) e a triplice (TRI).

Extrato CIM (pg/mL)
AUC >1000
AUC + CLR 62,5
AUC + AMX 31,25
AUC + OMP > 1000
AUC + TRI 7,81

Se estes resultados fossem classificados de acordo com Henley-Smith
et al. (2014), pode-se considerar que, de certa forma, o extrato do caule de A.
urundeuva também apresentou acdo sinérgica quando combinado com o0s
antibidticos uma vez que apresentou CIMs menores do que quando testado
isoladamente quando testados em combinacéao.

Conforme evidenciado neste estudo, os extratos do caule e das folhas
de A. urundeuva apresentam diferentes comportamentos em relagcdo a
atividade frente ao H. pylori. Este fato pode estar relacionado a presenca e
guantidade de diferentes compostos ativos que podem ou ndo apresentar
atividade antimicrobiana. De acordo com o estudo de Silva et al. (2010) as
espécies do género Astronium sp tem como componentes principais de seu

metabolismo os flavonoides, as proantocianidinas, além do alto teor de ligninas
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e taninos. Os taninos sdo compostos muito reativos, que, além de outras, tem
também atividade antimicrobiana. Além disso, a ligacdo as proteinas e
adesinas, e inibicdo de enzimas sao capazes de suprimir o substrato
microbiano. Estes compostos sédo facilmente oxidaveis, capazes de se
complexar com a parede celular e provocar ruptura da membrana plasmatica,
além de formar complexos com ions metélicos (COWAN, 1999; ROSSI et al.,
2012).

N&o foram encontrados estudos na literatura que abordam a combinacgéo
do extrato de A. urundeuva com os antibiéticos mais convencionalmente

utilizados na terapéutica de infec¢des causadas por H. pylori.

6. CONCLUSAO

O extrato do caule de A.urundeuva ndo apresentou acao anti-
Helicobacter pylori nas concentragfes testadas, enquanto que o extrato das
folhas apresentou pouca atividade (CIM de 1000 pg/mL).

Em relacdo ao ensaio checkerboard, pode-se concluir que a combinacao
dos extratos das folhas de A. urundeuva com os antibiéticos mais utilizados na
terapia de erradicacéo de H. pylori providenciou CIMs inferiores, com valores
de ICIF inferiores a 0,5. Ja em relacdo ao extrato do caule de A. urundeuva,
apesar de ndo ter apresentado atividade nas concentracdes testadas

impedindo o célculo do ICIF, pode-se inferir que apenas a reducéo dos valores
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de CIMs em combinacdo com os antibitticos testados ja foi o suficiente para

deduzir uma possivel acéo sinérgica, mostrando uma maior efetividade.
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