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RESUMO

O Helicobacter pylori € uma bactéria Gram negativa, espiralada, curvilinea,
microaerofilica e produtora de urease, que reside principalmente dentro da
camada de muco na superficie da mucosa gastrica humana. A infeccdo por
Helicobacter pylori é, hoje, considerada a segunda infeccdo mais prevalente no
homem, e o principal agente etiologico da maioria dos casos de gastrite cronica,
Ulcera péptica, carcinoma e linfomas gastricos. Possui diversos fatores de
viruléncia e capacidade em formar biofilmes, o0 que aumenta a resisténcia aos
antimicrobianos convencionais. Portanto é crescente o interesse na busca de
agentes antimicrobianos de origem natural, como as plantas medicinais. Uma das
plantas que tem demonstrado potencial contra esta bactéria € a Casearia
sylvestris, da familia Salicaceae, distribuida por toda a América do Sul. Este
projeto visa determinar a atividade antimicrobiana de extratos aquosos de
Casearia sylvestris frente ao Helicobacter pylori, através da concentragéo
inibitéria minima, incorporados e nao-incorporados em sistema nanotecnologico.
Os resultados indicaram que os trés tipos de extratos aquosos testados nao
possuem atividade contra a bactéria sem estar incorporado no sistema, possuindo
uma CIM > 1000 pg/mL, e os estudos com os extratos incorporados no sistema
corroboraram com este resultado, também possuindo uma CIM > 1000 ug/mL.
Pode-se concluir por este estudo que os diferentes extratos aquosos de Casearia
sylvestris ndo obtiveram atividade antimicrobiana frente ao Helicobacter pylori,
estando ou ndo incorporados em sistema nanotecnoldgico. Assim, € um
importante estudo a ser analisado a fim de se questionar quais outras alternativas

podem ser viaveis para desenvolver uma terapia eficiente contra a infecgao.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, microdiluicdo, extrato, Casearia sylvestris,

sistema nanotecnologico.
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INTRODUGAO

As doencgas infecciosas continuam um grande problema de saude publica no
século XXI, e em conjunto com os desafios da Saude Mundial, se destacam pela
habilidade de historicamente deixar marcas profundas na sociedade. Estando
intimamente ligadas a natureza e complexidade do comportamento humano, e
refletem quem somos, o que fazemos, como vivemos e interagimos com outras
pessoas, animais e o ambiente (FAUCI e MORENS, 2012; ABAT et al., 2016).

Doencas infecciosas sdo causadas por microrganismos patogénicos (capazes
de produzir doengas infecciosas no hospedeiro), como bactérias, virus, parasitas ou
fungos, e podem ser transmitidas direta ou indiretamente, de uma pessoa a outra
(WHO, 2017a). Causam a morte de quase nove milhdes de pessoas anualmente,
muitas delas criancas menores de 5 anos, além de causarem consequéncias e
deficiéncias para o resto da vida (WHO, 2017b). Devido a rapida evolugdo dos
patdgenos infecciosos, a lista de doengas que causam esta continuamente mudando
e aumentando, o que dificulta seu controle (FAUCI e MORENS, 2012; LEVENTHAL
et al., 2015).

Em 1982, Marshall e Warren, identificaram a bactéria gastrica, Campylobacter
pyloridis, mais tarde reclassificada em Helicobacter pylori (H. pylori). Essa
descoberta os premiou com o Prémio Nobel da Medicina, em 2005. O H. pylori é
uma bactéria medindo aproximadamente 3,5 x 0,5 ym, gram-negativa, espiralada,
curvilinea, microaerofilica, movel, produtora de urease, que reside principalmente
dentro da camada de muco na superficie da mucosa gastrica humana. In vitro, € um
microrganismo de crescimento lento (PONTES et al., 2014).

O Helicobacter pylori (H. pylori), representado na figura 1, € um dos
microrganismos patogénicos mais comuns entre humanos, afeta mais da metade da
populacdo mundial, sendo adquirida principalmente nos primeiros 5 anos de vida
(RAJINDRAJITH et al., 2009). A bactéria usualmente é transmitida através das vias
oral-oral, gastrica-oral e fecal-oral, sendo o homem o principal reservatoério
conhecido, evidéncias que confirmam este tipo de transmissdao € a deteccdo da
bactéria na saliva, biofime dental e fezes. A infeccdo por H. pylori ocorre
principalmente na infancia, sendo raramente adquirida em adultos, e mais

precocemente em paises em desenvolvimento. Sao fatores considerados de risco
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para a infec¢cdo o baixo nivel socioeconémico da regido e ter principalmente um dos
pais ou membro da familia infectado (SILVA et al., 2004).

Atualmente o diagndstico da infeccdo por H. pylori tem se baseado em
meétodos invasivos e nao-invasivos. Nos métodos invasivos, investigam a propria
bactéria, DNA, RNA ou produtos bacterianos em fragmentos em biopsias da
muscosa gastrica obtida por endoscopia. Nos métodos néo-invasivos, sao
investigados os anticorpos anti-H. pylori em testes sorolégicos de amostras de soro,
urina, fezes ou saliva. (TEIXEIRA et al., 2016; MOURA et al., 2004).

A infecgdo causada por este microrganismo induz uma inflamagéao persistente
na mucosa gastrica que pode conduzir a ulcera péptica e duodenal, cancer gastrico,
MALT (linfoma de tecido linféide associado a mucosa) e com o linfoma nao-Hodgkin
gastrico. Além disso também ¢é a principal causadora da gastrite, uma das infec¢des
mais comuns na espécia humana (MATA et al., 2016). Apesar da maioria dos
individuos acometidos pela infeccdo permanecerem assintomaticos durante a vida, a
grande maioria desenvolvem inflamagao crénica. Dentre os individuos infectados,
aproximadamente 10% desenvolvem Uulcera péptica, 1-3% desenvolvem céancer
gastrico e 0,1% desenvolvem MALT (WANG et al., 2014).

A colonizagao pelo H. pylori induz gastrite histolégica em todos os individuos
infectados, porém uma minoria desenvolve sinais clinicos, envolvendo fatores do
hospedeiro, da bactéria e ambientais. Existe uma forte correlagdo entre o nivel de
secrecao acida e a gastrite, quanto menos acido é secretado no estbmago, maior é
a disseminacgao da bactéria (BARBOSA E SCHINONNI, 2011).

O cancer tem sido uma das principais causas de morte no mundo e o cancer
gastrico representa o quarto tumor mais frequente, e caracteriza a segunda causa
de Obitos por cancer, com aproximadamente um milhdo de Obitos por ano
(ANTUNES et al., 2010). Uma revisédo de estudos de caso-controle confirmaram que
pacientes testados positivos para H. pylori foram entre 3 a 6 vezes mais propensos a
desenvolver cancer gastrico comparados com controles nao-infectados. Tais dados
levaram a Associagao Internacional de Pesquisa em Cancer a concluir que a
bactéria € um agente carcinogénico tipo 1 (FORD, et al., 2014).

A infeccdo por H. pylori também é agravada pelos diversos fatores de
viruléncia.

A urease € uma enzima responsavel pela catalisacdo e degradagao da uréia,

formando ions de aménia e dioxido de carbono, alcalinizando o pH circundante,
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facilitando a sobrevivéncia da bactéria no ambiente hostil do estbmago. A bactéria
também possui outros fatores de viruléncia, como citocina associada ao gene A
(cagA) e picB e a citocina vacuolizante (VacA), que juntamente com outros
componentes bacterianos, tornam a bactéria capaz de facilitar a adesdo gastrica,
induzir lesdo na mucosa e manutencdo da resposta inflamatéria, evitando as
defesas do hospedeiro. Além disso, a presengca do flagelo também facilita a
penetracdo da bactéria no muco, melhorando a motilidade da célula bacteriana.
(PONTES et al., 2014; RAJINDRAJITH et al., 2009).

Figura 1. Helicobacter pylori

Fonte: The Helicobacter Foundation

Outro fator relacionado a viruléncia desta bactéria € a sua capacidade de
formar biofilme. Essa questao é muito importante devido a dificuldade de se remover
este biofilme e de que bactérias em biofilme sdo mais resistentes a antibiéticos do
que bactérias de vida livre (GARCIA et al., 2014).

Os tratamentos para a erradicacdo do H. pylori consiste de diferentes
regimes. A terapia de primeira linha é a terapia tripla, que consiste na administragao
concomitante de um inibidor de bomba de préton com 2 antibiéticos, sendo um deles
amoxicilina ou metranidazol (para alérgicos a amoxicilina), e o outro claritromicina,
durante 7-14 dias, porém essa terapia tem sua eficacia sendo diminuida com o
decorrer do tempo. Ha varias explicagdes para esse declinio, como alta acidez
gastrica, alta carga bacteriana, mas a mais importante € o aumento da resisténcia da
bactéria contra a claritromicina. (CHEY E WONG, 2007; MALFERTHEINER et al.,
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2012). Em areas com alta prevaléncia de resisténcia a claritromicina, outra terapia
usada é a terapia sequencial, que consiste na administracdo de Amoxicilina e um
inibidor de bomba de préton por 5 dias, seguido pela terapia tripla com um inibidor
de bomba de proéton, claritromicina e metronidazol por outros 5 dias. A segunda linha
de tratamento € a terapia quadrupla, que consiste na administragcdo dos farmacos da
terapia tripla mais a adi¢cao de sais de bismuto, por 7-10 dias, que é mais simples
que a terapia sequencial ( WEERASEKARA et al., 2014; CHEY et al., 2017).

Apesar do H. pylori ser suscetivel a diversas terapias antimicrobianas, a
infeccdo tem se provado dificil de curar devido ao aumento da prevaléncia de cepas
resistentes aos antimicrobianos mais usados, como amoxicilina, tetraciclina,
metronidazol, e particularmente a claritromicina; elevados custos; inacessibilidade a
este tratamento por populagdes mais carentes e possiveis efeitos colaterais por uso
de diversos medicamentos (FEDERICO et al., 2014; FERREIRA, 2013).

Os antimicrobianos de natureza sintética sdo os mais usados na maioria das
infeccbes e sao o0s que apresentam maior prevaléncia de microrganismos
resistentes, estes acarretando riscos a vida humana e produzindo infecgdes de dificil
tratamento e cura. Uma alternativa para esta situacédo é pesquisar e produzir novas
moléculas antimicrobianas a partir de produtos naturais (AMANCIO et al.; 2015).

Seguindo este raciocinio, podemos pensar em plantas, que sdo otimas
opgdes para se obter uma grande gama de farmacos e tém sido usadas na medicina
ha muito tempo, por representarem uma alternativa econdmica, serem acessiveis e
aplicaveis a diversas patologias (SARDI et al., 2013).

Devido as mudangas econdmicas, politicas e sociais que o mundo passa ja
ha alguns anos, mudancgas ocorreram na saude das pessoas e nos modelos de
cuidado. O uso terapéutico de produtos naturais, que antes era marginalizado nas
instituicbes de saude, hoje ganha espago no meio dominado pela alopatia. (BADKE
et al., 2011), sendo o Brasil privilegiado por ser um dos paises de maior
biodiversidade do planeta possuindo cerca de 20% do numero total de espécies de
plantas do mundo (RIBEIRO et al., 2014). Apesar desse grande numero, menos de
10% foram avaliadas detalhadamente por suas caracteristicas bioldégicas e menos
de 5% foram submetidas a estudos fitoquimicos detalhados (FERREIRA et al.,
2013).

Varias plantas medicinais de ocorréncia natural, ervas, e extratos de frutas

tém demonstrado possuir atividade antimicrobiana contra o H. pylori (AMIN et al.,



15

2013). Uma dessas plantas é a Casearia sylvestris (GONCALVES, 2012),
representada na figura 2.

A espécie Casearia sylvestris Swartz, da familia Salicaceae, popularmente
conhecida como “guacatonga”, “erva-de-lagarto” ou “cafezinho-do-mato”, € uma
planta arborea distribuida por toda a América do Sul, inclusive em diversas regides
do Brasil (TRECCO et al., 2014).

Possui altura de 4-6 metros, com tronco de 20-30cm de diametro; folhas
assimeétricas, pecioladoas, serreadas, brilhantes em cima, de 6-12cm de
comprimento por 3-5cm de largura; flores pequenas e numerosas de coloragéo
esverdeada; frutos sdo capsulas com sementes envolvidas por arilo. Floresce nos
meses de junho a agosto e seus frutos amadurecem a partir de setembro a
novembro. (FERREIRA et al., 2011; TININIS et al., 2006).

Figura 2. Folhas e frutos de Casearia sylvestris

Fonte: Flora Digital da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (Fotografo: Franco da Rosa)

Na medicina popular suas folhas sao utilizadas como cicatrizantes,
antiséptica, antimicrobiana, hemostatica e depurativa do sangue, sendo empregadas
no tratamento de aftas, herpes simples, Ulceras gastricas, feridas, picadas de insetos
entre outras.

A estrutura quimica dos compostos presentes em Casearia sylvestris é
bastante complexa, caracterizada pela presenga de cumarinas, flavondides, lignanas
e diversos diterpenos e suas folhas contém principalmente diterpenos clerodanicos

(especialmente os tipicos do género Casearia, como as casearinas e
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casearvestrinas) com acg¢ao antitumoral, antitlcera, antifungica e antibidtica.
(MARQUES et al. 2013; TININIS et al., 2006).

Grande interesse se deve ao seu efeito antitlcerogénico, onde age
reduzindo o volume de acido cloridrico produzido, nao interferindo no processo de
digestdo de alimentos, como demonstrado por estudos com seu extrato etandlico e
hidroalcoodlico. Também previne a irritagdo da mucosa gastrica induzida por estresse
(CARVALHO, 2007; FERREIRA et al., 2011).

A administracdo de farmacos para o tratamento de doencas crbnicas é
preferencialmente realizada pela via oral, porém por essa via os compostos podem
ser degradados pelo pH acido do estébmago, além de apresentar pouca solubilidade
(PLAPIED et al., 2011). Portanto de modo a aprimorar a aplicagao terapéutica, sao
indicadas estratégias terapéuticas como os sistemas de liberagdo controlada de
farmacos, area em desenvolvimento com a criagao de sistemas que visam liberar o
farmaco num sitios especifico e num tempo especifico (TRECCO et al., 2014).
Algumas estratégias, como os sistemas lipidicos nanoestruturados, tém a habilidade
de compartimentalizar diversos compostos ativos e modificar suas propriedades em
sistemas biolégicos. Nosso grupo de pesquisa (BONIFACIO et al., 2015) destaca
entre eles as microemulsdes lipidicas, que sao transparentes, fluidas, e
termodinamicamente estaveis.

Microemulsbées (ME) sao sistemas termodinamicamente estaveis,
opticamente transparentes, isotropicos e de baixa viscosidade, constituidos por
goticulas de tamanho nanomérico dispersas em uma fase continua de um solvente
que seja imiscivel com a fase dispersa (usualmente agua e 6leo), e também
possuem um elevado poder de solubilizacdo (SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,

2004). Na figura 3 consta uma representacao da estrutura das microemulsoes.

Figura 3. Estrutura das microemulsdes

l\ﬂcroenmiséo A/0 Microemulsdo O/A

Fonte: OLIVEIRA, 2004
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As MEs sao consideradas sistemas reservatorios, ja que é possivel o farmaco
se encontrar separado do meio através de uma membrana ou interface. Esse tipo de
sistema proporciona propriedades particulares e interessantes, capazes de se ligar a
diferentes grupos de farmacos, com o objetivo de solubilizar, melhorar a
estabilidade, diminuir a toxicidade, e principalmente, melhorar a biodisponibilidade
(BONIFACIO, 2014).

. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Determinar e avaliar a atividade anti - Helicobacter pylori de extratos aquosos
de Casearia sylvestris ndo incorporados e incorporados em sistema lipidico

nanoestruturado (do tipo microemulsao).

2.2. Objetivos Especificos

v Obter extratos aquosos das folhas de Casearia sylvestris;

<\

Desenvolver o sistema lipidico nanoestruturado;

v' Determinar a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos frente ao
Helicobacter pylori, pela técnica de diluigdo em microplaca, incorporados e
nao-incorporados no sistema nanotecnoldgico;

v' Comparar as atividades antimicrobianas obtidos pelos 3 métodos extrativos

diferentes.

. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e seus derivados
3.1.1. Obtencao do material vegetal
Neste estudo foram utilizados folhas de Casearia sylvestris Swartz coletadas
no Horto de Plantas Medicinais e Tdxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara — UNESP. A exsicata do espécime coletado esta depositada no
Herbario Cientifico do Estado "Maria Eneyda P. Kauffman Fidalgo" do Instituto de
Botanica do Governo do Estado de Sao Paulo, sob o numero AGS 102 (21°81°'46,6”
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Sul, 48°20°21,5 Oeste). O material vegetal foi coletado em 10 de novembro de 2015

e seco em estufa com circulacado de ar a 40° C por sete dias.

3.1.2. Desenvolvimento do extrato aquoso
Foram realizados trés tipos de extracdo aquosa para obtencédo dos extratos aquosos

das folhas de C. sylvestris.

3.1.2.1. Extrato aquoso 1

O extrato aquoso 1 foi obtido por infusdo com as folhas secas de C. sylvestris
conforme descrito no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2011). 10 gramas de folhas secas (figura 4) foram rasuradas e colocadas
em um béquer no qual foram adicionados 375 mL de agua deionizada fervente. Em
seguida o béquer foi tampado com vidro de relégio. Apos 15 min, a solugéo extrativa
(infuso) foi filtrada em papel de filtro, resfriada e, posteriormente, liofilizada. O extrato
seco obtido foi armazenado em frasco ambar tampado e guardado a temperatura de
-7°C.

Figura 4. Folhas secas de C. sylvestris

~ 2N

Fonte: Autora

3.1.2.2. Extrato aquoso 2
O extrato aquoso 2 foi obtido com as folhas secas de C. sylvestris
pulverizadas em moinho de facas. 50g da droga vegetal pulverizada (figura 5) foi
extraida em um erlenmeyer com 500 mL de agua deionizada em um banho a 50 °C

por 4 h. A cada 30 min esse erlenmeyer foi agitado manualmente. Apdés as 4 h a
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solucao extrativa foi filtrada em papel de filtro, resfriada e liofilizada. O extrato seco
obtido foi armazenado em frasco ambar tampado e guardado a temperatura de -7°C.

Figura 5. Folhas pulverizadas de C. sylvestris

2 5

Fonte: Autora

3.1.2.3. Extrato aquoso 3

O Extrato 3 foi obtido a partir das folhas secas de C. sylvestris. 30 gramas da
folha rasurada foram colocadas num béquer, e, em seguida, foi adicionado 500 mL
de agua deionizada ao béquer, e o conteudo homogeneizado. A mistura foi levada
ao banho de ultrassom por 20 minutos e filtrada a vacuo. Posteriormente, se seguiu
reextracao com 250 mL de agua por mais 2x, filtrando a vacuo ao final deste tempo.
A solucao extrativa foi transferida para um recipiente, congelada e liofilizada (figura
6). O extrato seco obtido foi armazenado em frasco ambar tampado e guardado a

temperatura de -7°C.

Figura 6. Extrato logo apés a liofilizagao

Fonte: Autora
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Na figura 7, consta uma representacdo esquematica em fluxograma das trés

extracdes realizadas.

Figura 7. Fluxograma dos trés tipos de extracdes aquosas realizadas com as

folhas de C. sylvestris

Exirato 1

Pesar 10p da
dropa wepetal
[folhas rasuradas)

k4

Adizionar 375 mL de dgus
[eionizada ferventz & homogeneiza

Tampar e deizar por
15 minutos em repouso

v

Dear esfriar, filtrar 2m
membrana, congelar e hofilizar

Armazenar

3.2. Desenvolvimento do sistema nanoestruturado

Extrato 2

Pesar 50g da
droga wvepetal
[puleerizada)

k4

Adicionar 500 mL de dqua
dezionizada e homogensizar

b

Manter em banho-maria (5010
por 4h. {Agitar @ cada 30 min)

h

Filtirar em membrana, congelar
e liofilizar

Armazenar

Fonte: autora

Extrato 3

Pesar 30g da
dropa vepetsl
{folhas rasuradas)

Adicionar 500 ml de dgua
destilada & homopgensizar

h 4

Manter por 20 minutos
na ulirassom

Filirar & vacua

}

Rieextrair corn 250 ml de
Agua mais duas vezes,
filtrandao a vacus

{

Transferir para um
recipients, congelar
e ligfilizar.

Armazenar

3.2.1. Preparo das formulagées e escolha do sistema

Para o desenvolvimento do sistema nanoestruturado foi utilizada metodologia

baseada no trabalho de Formariz (2010), com adaptagbes. Os experimentos de

formulagcdo da microemulsao lipidica e incorporagdao dos extratos foram realizados
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com colaboracdo da Dra. Patricia Bento da Silva (Departamento de Farmacos e

Medicamentos) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

O sistema composto por colesterol foi escolhido para teste por este ser menos
citotdxico e para observar uma possivel interagao com a membrana da bactéria.

O sistema foi preparado utilizando uma mistura de polioxietileno(23)lauriléter (Brij
35%) e fosfatidil colina de soja (1:2) como tensoativo (T) de EHL= 10,97, colesterol
como fase oleosa (FO), tampao fosfato-salino (pH = 7,4) e dispersado de poloxamer a
0,5% como fase aquosa (FA). Foi realizado um diagrama ternario de fases onde foi
escolhida a melhor proporgao para ser utilizada nos testes. Todas as regides dos
sistemas foram classificadas visualmente como sistema liquido transparente (SLT),
sistema viscoso transparente (SVT), sistema viscoso semi-transparente (SVST),
sistema viscoso opaco (SVO) e separacao de fases (SF). Sendo assim, foi possivel
delimitar as diferentes regides no diagrama de fases O ponto escolhido foi o ponto 1
(SLT), constituido por 10% de fase oleosa, 10% de tensoativo, e 80% de fase
aquosa, por ser um ponto a qual estava completamente homogeneizado e liquido,
sendo viavel nos testes in vitro.

A mistura escolhida entdo foi sonicada (no sonicador Q700 da QSonica®),
operando de modo descontinuno, com poténcia de 700 Watts, amplitude de 25%,
por 20 minutos, intervalo de 30 segundos a cada 59 segundos decorridos, com

banho de gelo durante todo o processo.

3.2.2. Caracterizagao estrutural
3.2.2.1.Determinagdo do didametro das goticulas e indice de
polidispersidade (IPD) por espalhamento de luz dindmico

A determinacdo do diametro das goticulas foi realizada pela técnica de
correlacdo de fotons, usando equipamento de espalhamento dindmico de radiacao
laser - Light Scattering (Zetasizer Nano NS - Malvern Instruments® ). Esta técnica é
sensivel para determinar pequenas mudangas no diametro médio, como aquelas
devido as camadas adsorvidas na superficie da particula ou pequenas variagdes no
processo de manufatura. Quando o feixe de luz passa através de uma dispersao
coloidal, as particulas ou gotas espalham a luz em todas as diregbes. As flutuagoes
tempos-dependentes na intensidade do espalhamento sdo observadas através de
um detector que processa os dados e envia a um computador (OLIVEIRA, 2006).



22

Por esta técnica, calculou-se o raio hidrodinamico das particulas coloidais, segundo

a equacéo de Einstein-Stokes (equacéo 3):

_ KT
 6mR,

onde D = coeficiente de difusdo das particulas; K = constante de Boltzmann
(1,3807 x 10-23 NmK-1); T = temperatura absoluta (293, 15 K); m = 3,141592; n =
viscosidade (1,002 x 10-3 NM -2s); Rh = raio hidrodinamico.

Para analisar as goticulas dos sistemas estes foram colocados na camara
de analise de modo que o feixe de laser atravessasse a dispersdo em toda a sua
extensdo. A temperatura do sistema foi mantida a 20°C, o comprimento de onda do
laser foi de 532 nm e o indice de refracdo de acordo com o indice observado para

cada amostra analisada.

3.2.2.2. Potencial Zeta
O potencial zeta foi determinado a partir da mobilidade eletroforética, utilizando
equipamento Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK, onde que as

analises foram realizadas 24 horas apés o preparo das formulacoes.

3.2.3. Incorporacgao dos derivados vegetais nos sistemas nanoestruturados
Para a incorporagcdao dos 3 extratos, adicionou-se 0,012g dos respectivos
derivados em 6 mL do sistema. A mistura foi sonicada por 1 minuto nas mesmas

condigbes da preparagao do sistema, atingindo a concentragao de 2000 pg/mL.

3.3. Analises bioldgicas in vitro

3.3.1. Cepa bacteriana

Foi utilizada a cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504, da bacterioteca do
Laboratério de Fisiologia de Microrganismos, Departamento de Ciéncias Bioldgicas,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP-Araraquara.

3.3.2. Padronizagao da suspensao bacteriana

A partir de uma cultura em agar sangue de carneiro (AS) de 72 h de incubagao a
37 °C com 10 % de COg, colbnias bacterianas foram adicionadas a Caldo Mueller
Hinton (CMH) acrescido de 50 % de soro fetal bovino (SFB) até atingir-se uma
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turvacao igual a suspensao do tubo 2 da escala McFarland (aproximadamente 6 x
108 UFC/mL). Em seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica a 570 nm para
confirmacdo da concentragao bacteriana. Posteriormente, foi realizado uma diluicao
1:10 em CMH acrescido de 50 % de SFB, obtendo-se uma suspensdo de 6 x 10’
UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006).

3.3.3. Determinacgao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas de acordo com a
metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2006) adaptada para microrganismos fastidiosos, com
modificagdes. Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com CMH
acrescido de 50 % de SFB e foi realizada a diluicdo seriada do extrato vegetal (1000
a 7,8 pug). Como controle positivo foi utilizado a amoxicilina (100 pg/mL). Também foi
realizado o controle do meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano, o
controle dos extratos vegetais. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C
por 72 h sob condicdo de microaerofilia. Os testes foram realizados em ftriplicata.
Nas figuras 8 e 9, constam a representagdo das microplacas preparadas para o

teste da CIM dos extratos incorporados e nao incorporados.

Figura 8. Representacdo da microplaca para representagdo da CIM dos extratos nao-

incorporados
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Figura 9. Representacdo da microplaca para determinagcdo da CIM dos

incorporados
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Fonte: autora

3.3.4. Leitura com revelador

24

extratos

As leituras foram realizadas com o revelador resazurina (100 pg/mL) do qual 30

ML foi adicionado em cada orificio das microplacas. No decorrer de 2 h a presenca

de cor azul representa auséncia de crescimento e de cor rosa, presenca de

crescimento bacteriano (RAMOS, et al., 2015). A resazurina (7-hidroxi-3H-

phenoxazin-3-ona10-6xido) € considerada o indicador mais utilizado em condi¢des

de redugao em meios de cultura. O mecanismo baseia-se na reducido da resazurina

(cor purpura) em resorufina (cor rosea). A resazurina tem uma correlagao direta com

a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e

até células de mamiferos (MONTEJANO et al., 2005).
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao e rendimento dos extratos
O rendimento das folhas de C. sylvestris, apdés serem submetidas aos

diferentes tipos de extra¢gdes aquosas foram como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento dos extratos apds os processos extrativos

o Peso apos Rendimento
Extrato Peso inicial (g) o
liofilizacdo (9) (%)
Extrato 1 10 0,72 7,19
Extrato 2 50 1,94 3,88
Extrato 3 30 3,01 10,03

Fonte: autora

4.2. Caracterizagao estrutural do Sistema nanoestruturado

4.2.1. Diagrama Ternario de Fases

O sistema foi preparado utilizando-se em diferentes concentragdes uma mistura
de tensoativos, O6leo (colesterol) e agua (tampao alcalino-fosfato e dispersao
poloxamer). As concentragdes de cada componente da formulagdo foram
calculadas, obtendo-se misturas que foram utilizadas na delimitacao das diferentes
regides existentes no diagrama de fases. De acordo com a variacdo dos
componentes foram obtidos pontos com diferentes caracteristicas estruturais. O
diagrama de fases apresenta caracteristicas com pontos nas regides SLT [fase
oleosa (10%) e tensoativo (10%)], SVO [fase oleosa (20-80%) e tensoativo (10-
20%)], SF [fase oleosa (10-70%) e tensoativo (10-40%)], SVT [fase oleosa (10%) e
tensoativo (20%)], SVST [fase oleosa (10-60%) e tensoativo (30-80%)] (Figura 11).

O ponto escolhido foi o ponto 1, indicado pela seta na Figura 10, composto por
10% de tensoativo, 10% de fase oleosa e 80% de fase aquosa. Essa formulacéao foi
a escolhida por ser a unica liquido-transparente, ou seja, a mais adequada para o
trabalho.
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Figura 10. Diagrama Ternario de Fases de todos os pontos do sistema nanoestruturado
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Fonte: autora

4.2.2. Tamanho das particulas, indice de Polidispersio e Potencial Zeta
A Tabela 2 apresenta os valores das médias e desvios-padrdes dos tamanhos
das particulas, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta para a formulacdo escolhida
(Ponto 1) e também para as formulagdes com os extratos incorporados.

Tabela 2. Resultados obtidos dos testes para caracterizacdo do sistema

B Tamanho das indice de Polidispersio i
Formulacéo . Potencial Zeta (mV)
Particulas (nm) (IPD)

SLN 130,5+ 2,910 0,313 + 0,008 -1,60 £ 0,196
Extrato 1 159,0 £ 12,31 0,370 +£ 0,048 -1,02 £ 0,205
Extrato 2 1415+ 1,818 0,359 + 0,043 -1,02 £0,0716
Extrato 3 136,8 + 4,384 0,307 + 0,028 -2,04 £0,374

Fonte: autora
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4.3. Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)
4.3.1. Extratos nao-incorporados ao sistema nanoestruturado
A Figura 11 e a Tabela 3 apresentam os resultados da atividade
antimicrobiana dos trés extratos nado-incorporados frente a Cepa de Helicobacter
pylori ATCC 43504 através da técnica de diluicdo em microplaca.
Figura 11. Representacao da revelacao pela resazurina da microplaca do

teste dos extratos néo-incorporados
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Fonte: autora

Tabela 3. Concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos aquosos nao-

incorporados de Casearia sylvestris utilizando como revelador a resazurina 0,01%

Concentracao Inibitéria Minima
Amostra

(CIM)
Extrato 1 >1000 pg/mL
Extrato 2 >1000 pg/mL

Extrato 3 >1000 pg/mL
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Amoxicilina 0,975 pg/mL

Fonte: autora

4.3.2. Extratos incorporados ao sistema nanoestruturado
A Figura 12 e a Tabela 4 apresentam os resultados da atividade antimicrobiana
dos trés extratos incorporados ao sistema nanoestruturado frente a Cepa de
Helicobacter pylori ATCC 43504 através da técnica de diluicdo em microplaca.
Figura 12. Representacao da revelacao pela resazurina da microplaca do

teste dos extratos incorporados
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Fonte: autora

Tabela 4. Concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos aquosos incorporados de

Casearia sylvestris utilizando como reveladore a resazurina 0,01%

Concentracao Inibitdria
Minima (CIM)

Amostra

Extrato 1 >1000 pg/mL
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Extrato 2 >1000 pg/mL
Extrato 3 >1000 pg/mL
Amoxicilina <7,8 pg/mL

Fonte: autora

5. DISCUSSAO

O termo Planta Medicinal segundo a ANVISA considera a planta ou partes
dela que contenham as substéncias ou classes de substancias responsaveis pela
acao terapéutica (BRASIL, 2010). Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais,
sendo que dentre os farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de
60% eram produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir destes (NEWMAN &
CRAGG, 2007).

As plantas s&o capazes de biossintetizar determinadas substancias,
denominadas metabdlitos secundarios, que desempenham diversas fungbes, como
por exemplo: protecédo contra predadores, atratores volateis, fornecimento de cor as
plantas, dentre outras. Como exemplo de metabdlitos secundarios, temos os
alcaldides, os terpenos e os flavondides. Um vasto leque de atividades biologicas é
descrito para estas classes de metabdlitos secundarios, como por exemplo, agao
antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria, antiviral,
dentre outras, tornando as plantas uma fonte muito interessante para estudo de
novas substancias terapéuticas (OLIVEIRA et al., 2011; COUTINHO et al., 2009).

Estudos fitoquimicos prévios mostraram que as espécies de Casearia
revelaram possuir diversos metabdlitos secundarios em sua composi¢cao, dentre
esses, temos os terpenos, alcaldides, taninos, cumarinas, flavondides, lignanas,
esterdides, amidas e compostos fendlicos (fendlicos, fendis simples e polifendis).
Diversos estudos confirmam a atividade antimicrobiana dessa planta, pedindo
estudos mais completos e aprofundados no assunto, como demonstrado por

Cavalheiro, 2016 e Silva, 2008. Um estudo feito em nosso grupo de pesquisa por
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Spésito, 2017 demonstrou que possivelmente estes metabdlitos secundarios estao

relacionados com atividades anti-H. Pylori.

Neste estudo foram realizados métodos extrativos diferentes, sendo eles
diferentes infusdes e ultrassom. A metodologia da extragédo por infusdo consiste na
utilizacdo de agua morna a quente, a qual pode ser facilmente realizada em
ambiente caseiro, onde a agua em alta temperatura facilita a extracdo de
substancias das plantas (SIMOES, 2003).

A metodologia de extragao por ultrassom consiste no uso de um equipamento
que fornece energia mecanica que causa a implosdao de bolhas cavitacionais,
fornecendo uma forte tensdo de cisalhamento. Com isso, geram-se perturbacoes
nos tecidos vegetais liberando diferentes substéncias presentes nas células vegetais
e, além disso, a extragao por ultrassom permite diminuir o tempo do processo em
relacdo a infusdo (DENT et al.,, 2015). Depois de realizadas as extragbes, as
amostras foram submetidas a um processo de liofilizacdo. Posteriormente, foi feita a
solubilizagdo desses extratos com o intuito de utiliza-los nos testes de microdiluigdo.
Todos os extratos obtidos foram solubilizados facilmente apenas em agua.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada pelo teste de
microdilugdo em placas de 96 pogos, a fim de obter-se a concentragdo inibitoria
minima (CIM), considerada concentragdo minima capaz de inibir o crescimento do
microrganismo. Dessa maneira, o intuito € a descoberta de agentes antimicrobianos
que possam ser mais eficazes e com menos efeitos colaterais. A grande vantagem
do teste de microdiluicio € o baixo custo, a facil reprodutibilidade, a alta
sensibilidade em relagdo aos outros testes e 0 uso de pequenas quantidades de
amostras (OSTROSKY et al., 2008). Como revelador foi utilizada a resazurina, que
se caracteriza por apresentar mudanga de coloragéo, por meio de uma redugédo, em
meios contendo microrganismos vivos ou ndo. Esse revelador é um dos mais
utilizados na microbiologia, no entanto, detecta somente quando ha uma atividade
maior ou igual a 90% de inibicdo (HORNER et al., 2008; GUDINA et al., 2010).

A fim de garantir maior confiabilidade nos resultados e evitar falsos-positivos
ou negativos, todos os testes realizados neste estudo utilizaram sempre diversos
tipos de controles, como controle de esterilidade do meio, de crescimento, dos

extratos e de antibidticos.
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E importante salientar que os resultados sdo provenientes de extratos
vegetais e metabdlitos secundarios presentes nestes, portanto estes podem sofrer
variagcao devido a diversos fatores, tais como fatores ambientais, época de colheita,
radiacdo, poluicdo, temperatura e condicbes de irrigacdo, o que pode justificar
divergéncias nos resultados descritos neste trabalho. (SILVA et al., 2010).

Nas placas dos testes dos extratos nao-incorporados, podemos observar que
nenhum dos trés extratos apresentou atividade frente ao H. pylori, em nenhuma das
placas, uma vez que todos deram Concentragao Inibitéria Minima >1000 pg/mL.
Sendo assim, a fim de buscar uma atividade para os extratos, procedemos para a
producdo e incorporagdao dos extratos aquosos de C. sylvestris no sistema
nanoestruturado.

Na resultados da caracterizagdo do sistema, todos os valores de tamanho de
particula estdo na faixa de 10-2500nm, intervalo considerado ideal para sistemas
lipidicos nanoestruturados do tipo microemulsdo, segundo Formariz et al. Quando se
compara as formulagdes sem e com os extratos, observa-se um pequeno aumento
no tamanho das particulas, sendo um indicativo de que ocorreu a incorporagéo dos
compostos no sistema. Os valores do indice de Polidispersidade (IPD) variaram
entre 0,307 £ 0,028 e 0,370 + 0,048, apresentando uma faixa de variagcdo estreita,
indicando uma boa homogeneidade. Os resultados do potencial zeta também se
mantiveram dentro do esperado, sendo a carga negativa € proveniente dos
componentes das formulagdes. A fosfatidilcolina de soja possui grupamentos ésteres
livre que contribuem para a carga negativa do sistema, bem como o colesterol que
em sua estrutura possui um grupamento hidroxila livre. Todos os resultados da
caracterizagdo estiveram dentro do esperado para sistemas lipidicos
nanoestruturados do tipo microemulsao, portanto o sistema foi utilizado para a
incorporagao dos extratos para avaliar se haveria o aumento esperado na atividade
desses extratos frente ao H.pylori.

Nas placas dos testes com o extrato incorporado no sistema, observamos que
novamente nenhum dos trés extratos apresentou atividade frente ao H. pylori, em
nenhuma das placas, com todos com Concentragao Inibitéria Minima >1000 pg/mL.
Com ambos os testes nao resultando em atividade relevante, consideramos que o

extrato aquoso de Casearia sylvestris ndo tem atividade significativa frente ao H.

pylori.
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Outro estudo de nosso grupo de pesquisa (SPOSITO, 2017), realizou testes
com extratos etandlicos das folhas de C. sylvestris frente ao H. pylori, obtendo
resultados significantes e satisfatérios, o que nos leva a pensar que os diferentes
tipos de extracbes e diferentes tipos de solventes sdao capazes de extrair
susbstancias e metabdlitos secundarios diferentes, o que é corroborado pelo estudo
de Oliveira et al. (2016) ao qual compara diferentes tipos de extragao e afirma que
um maior rendimento e numero de substancias presentes deve-se ao fato do etanol
ser uma molécula anfifilica e extrair tanto substéncias com carater apolar quanto
polar.

Sao poucos os relatos observados na literatura a respeito da atividade de extratos
aquosos de C. sylvestris, ao contrario dos extratos etandlicos e hidroetandlicos, o
que estimula ainda mais a busca por novas estratégias que possam aprimorar a

atividade bioldgica do extrato vegetal.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que extratos
aquosos obtidos de folhas de C. sylvestris pelos métodos de infusdo ou ultrassom
nao possuem atividade antimicrobiana frente ao H. pylori, como demonstrado pela

Concentragao Inibitoria Minima maior que 1000 pug/mL.

A incorporagao dos extrato em sistema nanosestruturado do tipo emulséo foi
realizada corretamente como confirmado pela caracterizacdo, porém nao contribuiu
para um aumento ou busca de atividade, como esperado, portanto corroborando

com a nao eficacia da atividade antimicrobiana dos extratos.

Conclui-se a partir dos resultados obtidos e da analise de outros estudos que
a Casearia sylvestis € uma fonte de diversos metabdlitos importantes e que
possuem atividade antimicrobiana, porém é importante investigar e desenvolver
diferentes métodos de extragao e aplicagdes, e além disso, explorar novos agentes

antimicrobianos de origem natural.
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