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Resumo

RESUMO

O uso de produtos naturais na terapéutica convencional vem ganhando destaque
nos ultimos anos com relacdo a atividade antimicrobiana devido a alta taxa de
efeitos tOxicos e ao excessivo crescimento do nimero de cepas multirresistentes aos
antimicrobianos convencionais empregados na pratica. Entre as novas triagens
terapéuticas frente as afeccdes bacterianas, as infeccbes causadas pelo
Helicobacter pylori merecem atencédo especial, uma vez que estdo diretamente
relacionadas com quadros clinicos severos, como a gastrite crénica, Ulcera péptica e
cancer gastrico. A Casearia sylvestris Swartz € uma planta popularmente conhecida
como guacatonga ou erva-de-bugre, utilizada na medicina popular no tratamento de
transtornos gastricos que nos Uultimos anos vem despertando interesse na
comunidade cientifica, por suas importantes propriedades com potencial terapéutico
como atividade anti-inflamatorio, antiofidico, cicatrizante, citotoxica em linhagens de
células tumorais e principalmente antiulcerogénica. Neste contexto, uma excelente
alternativa para o aprimoramento dos parametros biodisponiveis dos extratos
vegetais muito utilizada na atualidade é a incorporacdo destes em sistemas
nanotecnoldgicos de liberacdo de farmaco para que o produto ativo tenha uma
melhor acdo. Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial
biolégico antibacteriano in vitro do extrato etandlico, extrato aquoso, fracdo e
subfracdes das folhas de Casearia sylvestris Swartz, incorporar em um sistema de
liberacdo de farmacos os derivados mais ativos e a partir dos resultados realizar o
experimento in vivo contra a cepa ATCC 43504 de H. pylori. Os extratos foram
preparados por infusdo e maceragdo. Para as analises biologicas utilizamos a
técnica de microdiluicdo para determinar a concentracdo inibitéria minima e o
biofilme formado. O estudo foi desenvolvido aplicando-se metodologias in vitro e in
vivo para elucidar o perfil antibacteriano pretendido, obtendo-se resultados
satisfatorios, deixando esse estudo mais interessante, jA que a literatura mostra que
a C.sylvestris tem perfil anti-ulcerogénico. A partir desses resultados pudemos
concluir que os derivados de C. sylvestris apresentaram estatisticamente atividades
antibacterianas tanto in vitro como in vivo, sendo que a maioria dos derivados
vegetais com excec¢do dos extratos aquosos, fracdo 1 e 3 e a subfracéo 17, tiveram
alguma atividade frente ao micro-organismo. Essa atividade provavelmente esta
relacionada aos diterpenos clerodanicos que estdo em abundancia nos derivados da
C. sylvestris. A incorporacdo no sistema nanoestruturado nao potencializou a
atividade dos derivados vegetais como esperado na maioria dos teste, isto talvez
seja pelo fato de a composicao dos derivados vegetais e do sistema n&o serem
compativeis quimicamente. Desde que a literatura mostrou a atividade
antiulcerogénica dos derivados vegetais da C. sylvestris, eles podem ser utilizados
tanto na cicatrizacao das lesdes como também para a erradicacdo do H. pylori.

Palavras-chave: Helicobacter pylori. Casearia sylvestris Swartz. Produtos naturais.
Microdiluicéo. Atividade antibacteriana. Atividade in Vivo.



Abstract

ABSTRACT

The use of natural products in conventional therapeutics has been gaining highlight
in recent years relative to the antimicrobial activity due to the high rate of toxic effects
and the excessive growth of the number of multiresistant strains to he conventional
antimicrobials used in practice. Among the new therapeutic screenings for bacterial
diseases, infections caused by Helicobacter pylori deserve special attention, since
they are directly related to severe clinical conditions, such as chronic gastritis, peptic
ulcer and gastric cancer. Casearia sylvestris Swartz is a plant popularly known as
guacatonga or erva-de-bugre, used in popular medicine to the treatment of gastric
disorders that in recent years has gained the interest of the scientific community due
to its important properties with therapeutic potential as an anti-inflammatory,
antiofidic, healing, cytotoxicity against tumor cells and mainly antiulcerogenic. In this
context, an excellent alternative for the improvement of the bioavailability parameters
of the vegetal extracts that is used today is the incorporation of these in
nanotechnological systems of drug release so that the active product has a better
action. Thus, the aim of this study was to evaluate the in vitro antibacterial potential
of the ethanolic extract, aqueous extract, fraction and subfractions of the leaves of
Casearia sylvestris Swartz, and incorporate into a drug delivery system the most
active derivatives and from these results carry out the in vivo experiment against the
H. pylori ATCC strain. The extracts were prepared by infusion and maceration. For
the biological analyzes we use the microdilution technique to determine the minimum
inhibitory concentration and the formed biofilm. The study was developed applying in
vitro and in vivo methodologies to elucidate the antibacterial profile. From the results,
we can conclude that the C. sylvestris derivatives showed statistically antibacterial
activities both in vitro and in vivo. Most of the vegetal derivatives with the exception
of aqueous extracts, fractions 1 and 3 and subfraction 17, had some activity against
to the microorganism. This activity is probably related to clerodan diterpenes that are
abundant in C. sylvestris derivatives. The incorporation into the nanostructured
system did not potentiate the activity of the vegetable derivatives as expected in most
tests, this is perhaps due to the fact that the composition of the plant derivatives and
the system are not chemically compatible. Since the literature shows an
antiulcerogenic activity of C. sylvestris derivatives, they could be used both for wound
healing and for H. pylori eradication.

Keywords: Helicobacter pylori. Casearia sylvestris Swartz. Natural products.
Microdilution. Antibacterial activity. In vivo activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS INFECCIOSAS

Doenca infecciosa € aquela onde o patégeno invade o hospedeiro suscetivel
(homem ou animal) e efetua pelo menos uma parte do seu ciclo de vida dentro do
hospedeiro, resultando em uma doenca (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Essas
sdo conhecidas a milénios, antes mesmo da descoberta dos agentes infecciosos
causadores. Informacdes histéricas, bem como o0 sequenciamento do genoma
microbiano e construcdes filogenéticas deixam claro que as doencas infecciosas tém
sido emergentes e reemergentes, e que estas sao movidas por inumeros fatores tais
como adaptacdo e mudancas genéticas e doencas polimicrobianas. Cerca de 20 a
40 por cento das novas infec¢gdes humanas sdo originadas em humanos, adaptados
geneticamente, adquirindo uma transmissdo elevada e ou caracteristicas
patogénicas (MORENS; FAUCI, 2013; 2016).

As doencas infecciosas vém sendo um problema de saude publica,
associadas com alta morbidade e mortalidade (FAUCI; MORENS, 2012). Os
diversos contatos com o0s patdégenos, a evolucdo rapida e constante desses em
resposta a mutacao, resisténcia aos antibiéticos, bem como intervencées médicas
complicam o controle dessas doencas (LEVENTHAL et al., 2015).

Micro-organismos patogénicos e ou oportunistas como bactérias, parasitas,
fungos e virus sdo os causadores de diversas doencas infecciosas, transmitidas
diretamente ou indiretamente de pessoa pra pessoa (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016).

Mesmo com o0s recentes avangos no desenvolvimento da terapéutica, tais
como diagnosticos mais precisos e vacinas, cerca de nove milhdes de pessoas
morrem por ano no mundo de doencas infecciosas (MORENS; FAUCI, 2013). Em
paises menos desenvolvidos de baixa renda e escolaridade, as mortes por doencas
infecciosas incluindo as manifestacdes procedentes de infeccbes respiratérias,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), doencas diarreicas, malaria,
tuberculose e infeccBes gastricas, sdo mais frequentes e responsaveis por quase um
terco dos 6bitos (ABAT et al., 2016; MORENS; FAUCI, 2016).
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As infec¢des gastricas atualmente sdo motivo de preocupacdo para areas
como a microbiologia, gastroenterologia e principalmente a oncologia, uma vez que
frequentemente a presenca da bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) esta
diretamente relacionada com quadros clinicos severos de infec¢cdo, podendo evoluir
para o desenvolvimento do cancer gastrico (BONIFACIO et al., 2014; CAMARGO, et
al., 2014; HAJIMAHMOODI et al., 2011; PROCTOR; DEANS, 2014).

1.2 HELICOBACTER PYLORI

1.2.1 Aspectos gerais

H. pylori representado na Figura 1 € uma bactéria bacilo Gram — negativo,
fastidioso, heterotréfico e microaerdfilo, ndo esporulado, espiralada em forma de S,
com parede celular externa lisa, cuja extenséo varia de 0,5a 1 ym de largurae 2,5 a
5 um de comprimento, uma membrana plasmatica externa e outra interna separadas
por um espaco periplasméatico e de 5 a 7 flagelos revestidos partindo de um Gnico
polo e com bulbo terminais em suas extremidades distais. Inicialmente foi
classificada como do género Campylobacter, recebendo a nomenclatura de
Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus e Campylobacter pylori.
Entretanto apdés andlises da sequéncia de acidos nucleicos e estudos
ultraestruturais, essa nomenclatura foi modificada, sendo agora pertencente ao
género Helicobacter. O nome “pylori” da espécie foi pelo fato de esta ser encontrada
normalmente na parte do antro gastrico, préxima ao piloro (COSTA, et al., 2009).

O género Helicobacter é composto de mais de 20 espécies que podem ser
encontrados na mucosa gastrica e ou intestinal (O'TOOLE; LANE; PORWOLLIK,
2000). Na mucosa gastrica podemos observar as espécies: H. pylori, H.
nemestrinae, H. acinonyx, H. mustalae, H. felis e H.heilmanni. Dentre todas essas

espécies, a que € a mais importante do ponto de vista da medicina humana é o H.
pylori.
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Figura 1 -. Helicobacter pylori

Fonte: Sociedade Catarinense de Gastrologia, 2016.

H. pylori foi isolada pela primeira vez por Barry Marshall e J. Robin Warren
em 1983 a partir de fragmentos de biopsia gastrica de pacientes com gastrite crénica
e Ulcera pépticas (MARSHALL; WARREN, 1984; SIQUEIRA et al., 2007; WARREN,
1983). Seu isolamento e descoberta da relacdo com a Ulcera géastrica rendeu a estes
pesquisadores, no ano de 2005, o prémio Nobel de fisiologia e medicina
(NOBELPRIZE.ORG, 2014).

O H. pylori esta presente na mucosa gastrica de forma comensal, sendo o
antro géstrico o local preferencial para a colonizacdo. Entretanto, em situagfes de
desequilibrio da homeostase do hospedeiro, este pode assumir um perfil virulento.
Sua forma helicoidal favorece a movimentacdo impulsionada pelos flagelos,
causando um rompimento na protecdo da mucosa estomacal, que em associacao
com a liberacéo de citocinas e ao processo inflamatoério crénico contribui diretamente
na destruicdo da célula gastrica levando a evolucdo de doencas tais como gastrite
cronica, Ulcera péptica, tecido linfoide associado a mucosa (MALT) e cancer
gastrico, classificada como carcindégeno de classe | pela Organizacdo Mundial da
Saude (DANDLEN et al., 2011; FIORENTINO et al., 2013; HAJIMAHMOODI et al.,
2011; SIQUEIRA et al., 2007).

A presenca do H. pylori demonstrou ser determinante etiologicamente nas

infeccbes gastricas mais comuns em todo o mundo, sendo que este infecta cerca de
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metade da populacéo geral. Na maioria dos casos € adquirido na infancia e, quando
nao tratado, pode persistir até a vida adulta. Entretanto, apenas uma pequena parte
de individuos infectados desenvolve a neoplasia, e o risco da doenca envolve a
interacdo entre o patdégeno e o hospedeiro. Neste sentido o H. pylori tem varios
fatores de viruléncia e propriedades que facilitam sua adaptacdo no ambiente
estomacal (HAJIMAHMOODI et al.,, 2011). A Figura 2 representa um esfregaco
obtido a partir da cultura de H. pylori.

Figura 2 — Microfotografia do H.pylori

As principais propriedades ligadas ao H. pylori que facilitam a colonizacao e
sdo considerados como os principais fatores de viruléncia sdo: sua motilidade, a
produgcdo de urease, citotoxina vacuolizante, ilhas de patogenicidade no DNA
(cagPAIl — cag pathogenicity island) e capacidade de formar biofilme.

A sobrevivéncia em meio acido € de extrema importancia, ja que seu habitat
usual € a mucosa gastrica. A enzima urease garante que iSSO aconteca,
promovendo a hidrélise da ureia presente em condi¢des fisiolégicas no suco
gastrico. Através dessa hidrolise, ocorre a producdo de amodnia e acido carbbnico
que atuam como receptor de jons H' e na producdo de ions bicarbonato,
respectivamente, gerando pH neutro no meio intracelular e no entorno do micro-
organismo (Figura 3). Aproximadamente 6% do total de proteinas sintetizadas pela
bactéria sdo da enzima urease, 0 que representa grande investimento energético

motivado pela sua acdo essencial como fator de colonizacdo. Além disso, a
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presenca de pH acido promove um aumento de mais de duas vezes na atividade de
genes relacionados a producéo de urease (AYALA; ESCOBEDO-HINOJOSA; de la
CRUZ-HERRERA; ROMERO, 2014; SCOTT et al., 2007). A urease e a amonia
promovem desestabilizacdo da camada de muco e consequentemente levam a
formacgéo de lesdes sobre as células de revestimento. Além disso, a urease também
pode estar envolvida na ativacdo de neutréfilos, mondécitos e do sistema imune,
gerando uma lesdo inflamatéria local (BONIFACIO et al., 2014; LADEIRA;
SALVADORI; RODRIGUES, 2003; MOBLEY; MENDZ; HAZELL, 2001).

Figura 3 - Mecanismo do controle do pH interno e externo pela urease no H. pylori
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\J 2,

A forma espiralada e os flagelos da H. pylori facilitam a sua movimentagéo e

aderéncia ao epitélio gastrico, permitindo assim penetragdo na mucosa e
sobrevivéncia do organismo no estdbmago humano (PARREIRA et al., 2014).

O genoma do H. pylori tem alta plasticidade. As variacdes gendmicas das
cepas de H. pylori podem ser responsaveis pela codificacdo de diferentes fatores de
viruléncia, capazes de determinar diversos tipos de lesdo no hospedeiro. O gene
cagA esta localizado na parte final de 40 kb DNA, nomeado de ilha de

patogenicidade (PAI). A presenca da PAI aumenta a patogenicidade desta bactéria;
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sendo classificado em cag® ou cag , que codifica uma citotoxina que atua como
antigeno de superficie imunodominante da H. pylori. A ilha cag-PAl & um
componente do genoma do H. pylori que contém genes homologos aos de outras
bactérias que codificam componentes do sistema de secre¢do, que atua como
agulha e serve para injetar moléculas efetoras da bactéria na célula hospedeira,
permitindo que a bactéria module vias do metabolismo celular da célula hospedeira.
As cepas cagA" tendem a ser mais virulentas e induzem niveis mais altos de
expressao de citocinas, tais como as interleucinas (IL-1b e IL-8). O tipo | expressa
cagA’ associada a citotoxina vacA, enquanto que o tipo |l ndo expressa cagA
associada ao vacA, a qual possui a capacidade de induzir grandes vacuolos
citoplasmaticos em células eucaridticas, os quais podem levar a morte celular
(BELTRAN-ANAYA et al., 2014; BONIFACIO, et al., 2014; FALSAFI; MAHBOUBI,
2013; PROCTOR; DEANS, 2014).

O H. pylori interage estreitamente com as células epiteliais, isto causa uma
variedade de respostas, através de interaces moleculares distintas. A liberacédo de
citocinas é uma desta, sendo capazes de ativar as células inflamatérias. O sistema
de secrecdo tipo IV (T4SS) transfere a oncoproteina cagA no citoplasma da célula
hospedeira, onde se torna fosforilada e influencia diversos processos celulares
distintos. Esse € o contato direto do T4SS com a membrana da célula epitelial,
entretanto, acredita-se ser o principal responséavel pela inducdo da secre¢éo de IL-8
e outras respostas imunes do hospedeiro. A integrina epitelial a581 tem sido
implicada como um dos receptores do hospedeiro para essa atividade. A expressao
dessas integrinas, entretanto, € limitada as membranas basolateriais. Em um modelo
in vitro de monocamada de células epiteliais com integridade de juncéo estreita e
funcdo de barreira mensuravel iria facilitar o estudo das interagfes celulares H.
pylori-hospedeiro e, permitir exames detalhados dos eventos moleculares que
ocorrem apical e basolateralmente durante a infec¢do pelo patégeno (FIORENTINO
et al., 2013).

Outro fator de extrema importancia € a citotoxina vacuolizante (VacA), que
tem o papel de induzir a formacao de vacuolos em células epiteliais gastricas, todas
as cepas de H. pylori possuem o gene vacA, todavia, h4 uma variacdo consideravel

entre as linhagens, na atividade vacuolizante da toxina, podendo ser um fator
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determinante nas variagbes das doencas entre pacientes infectados por H. pylori.
(UBERTI, 2014; WU; XU; ZHU, 2013).

O gene VacA contem duas regifes que sao responsaveis pela variaveis, a s e
a m. As diferentes combinacbes dessas (s e m) determina a producdo e a
especificidade da atividade da citotoxina, sendo responsavel pela patogenicidade
bacteriana (MOURA, 2015).

Embora haja uma forte correlacdo entre a atividade da citotoxina vacuolizante
e a presenca de cagA, os dois genes, cagA e vacA, localizam-se em loci distintos no
genoma do H. pylori e mutagcbes de cagA que resultem na perda da expressao da
proteina CagA, ndo afetara a producdo da toxina, sugerindo que a expressao das
duas proteinas seja independente (MOURA, 2015).

A capacidade dos micro-organismos em formar biofilmes também tem sido
considerada um fator de viruléncia muito importante. Os biofilmes microbianos séo
sistemas biologicos formados por comunidades homogéneas ou heterogéneas
(diversidade de espécies, ex. bactérias e fungos vivendo em simbiose) de células
microbianas agregadas, organizadas e funcionais embebidas em matriz extracelular
composta por substancias poliméricas produzidas pelas proprias células, a qual
possibilita a aderéncia irreversivel a superficies bidticas ou abioticas. Além disso,
algumas propriedades importantes devem ser consideradas, como a taxa de
crescimento microbiano alterada e o fato de que os microrganismos em biofilme
transcrevem genes com padrdo diferenciado daqueles observado em células
planctonicas, dificultando muitas vezes os tratamentos (BJARNSHOLT, 2013;
BURM@LLE et al., 2014).

O real mecanismo que garanta o entendimento completo sobre a formagé&o de
biofilmes ainda é desconhecido e sera tema de investigacdo na area cientifica por
muitos anos. O que se sabe é que sua composicdo e 0S mecanismos envolvidos
estdo diretamente ligados ao indice de resisténcia e viruléncia por parte dos micro-

organismos.

1.2.2 Principais patologias relacionadas a presenca do H. pylori
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Ja se sabe que a colonizacdo por H. pylori pode evoluir para patologias sérias
como gastrite cronica ativa, Ulcera péptica, atrofia gastrica e linfoma de MALT. Além
disso, sua presenca é considerada o principal fator causador de adenocarcinoma
gastrico (PARREIRA et al., 2014). Por apresentar perfil de sobrevivéncia em
ambientes acidos, a bactéria mantém-se integra em ambiente estomacal,
promovendo a destruicdo da mucosa gastrica e tornando o 6rgdo sensivel e

vulneravel ao desencadeamento de lesdes ulcerativas (Figura 4).

Figura 4 — Fotografia ilustrando infecg&o por H. pylori
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Fonte: Peron, 2016.

A infeccd@o por H. pylori é a causa mais frequente de gastrite, sendo o curso
tipico de infeccdo em pacientes, a qual afeta dois tercos da populacdo mundial.
Parte desses pacientes tem grandes chances de desenvolver gastrite crénica, ulcera
péptica e carcinomas (FERNANDES, 2016).

A H. pylori quando em gastrite na fase aguda, consegue induzir hipocloridria
(inibidor de secrecdo acida) logo no inicio da infecgéo, isto facilita a colonizacao
inicial e ativa as vias pro-inflamatorias, colonizando preferencialmente o antro
gastrico, esta quando nao tratada adequadamente pode evoluir pra gastrite cronica
(BARBOSA; SCHINONNI, 2011; FERNANDES, 2016).

Na gastrite cronica, o H. pylori abrange parte do corpo géastrico também, além
do antro. Um dos tipos de gastrite é a atréfica multifocal, que é de natureza

autoimune (anticorpos atacam o revestimento mucoso do estdbmago) provocando o
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seu estreitamento e perda de muitas células produtoras de acido e de enzimas
(BONIFACIO, et al., 2014).

A gastrite atrofica geralmente pode provocar anemia nos individuos, pois ela
interfere na absorcdo da vitamina B12 presente nos alimentos. Os sintomas da
gastrite no geral sdo: dores abdominais, perda do apetite, queimacgao, sensacéo de
saciedade nauseas, podendo levar a vémitos e sangramento digestivo também.
Devido a deficiéncia na absorcdo de nutrientes e vitaminas muitas vezes ocorrem
episddios de fraqueza e diarreia (BONIFACIO, et al., 2014; DAS et al., 2016).

A sindrome dispéptica, ou dispepsia funcional é caracterizada como um
problema atual comum e universal, sendo uma manifestacdo de diferentes doencas,
mas principalmente das doencas pépticas, ou seja, das doencas determinadas pela
disfuncéo cloridropéptica: a doenca de refluxo gastresofagico (DRGE) e a Ulcera
péptica gastroduodenal. Embora ocorra em menor intensidade, a infeccdo por H.
pylori encontra-se diretamente ligada no desenvolvimento desta patologia, sendo
observada significativa diminuicdo ou total eliminacdo da mesma quando o paciente
é submetido ao tratamento medicamentoso no combate a bactéria (BONIFACIO, et
al., 2014)

Diante de todas as doencas relacionadas com o H. pylori ha uma atencéo
maior ao cancer gastrico. Classificado como quarto no ranking mundial de
neoplasias, este tipo de patologia encontra-se diretamente relacionado ao progresso
da acdo maligna do micro-organismo aliado a pré-disposicfes genéticas
(BONIFACIO, et al., 2014).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2016), a incidéncia de cancer do
estbmago € mais prevalente em homens, com idade média de 70 anos, sendo cerca
de 65% dos pacientes diagnosticados com mais de 50 anos. No Brasil, esses
tumores aparecem em terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto, entre
as mulheres.

Um estudo feito por Antunes et al., 2010, mostrou que a infec¢do por H. pylori
é tida como o maior fator de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico no
mundo. Esses avancos ainda ndo foram suficientes para levarem ao declinio e a
diminuicdo da taxa de prevaléncia do micro-organismo no hospedeiro. Com

prevaléncia mundial calculada entre 50 e 90%, este tipo de neoplasia é mais comum
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em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, tendo uma menor taxa nos
Estados Unidos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2016). Em paises como a
China, que apresentam altas taxas de incidéncia para H. pylori, nota-se um intenso
paralelismo com o cancer gastrico (ARAUJO JUNIOR, et al., 2011).

O céancer gastrico esta relacionado com a presenca de H. pylori com perfil
positivo para o gene CagA’, no entanto, outros fatores também devem ser
considerados como a alimentacéo e o polimorfismo genético, que possivelmente tem
uma relacéo direta com o desencadeamento e intensidade da mesma, sendo que a
combinacao dos polimorfismos das citocinas pro-inflamatérias e a infeccao oriundas
de cepas com perfil elevado de viruléncia, condicionam ambiente para o processo de
desenvolvimento de carcinogénse maligna (ARGENT et al., 2004).

O estdbmago é considerado o reservatdrio principal da bactéria no homem,
todavia, atualmente a cavidade bucal vem chamando a atencéo, ja que a halitose
esta associada com a presenca do H. pylori, devido a diminuicdo do fluxo salivar ou
pela presenca da doenca periodontal, sendo possivel o isolamento do H. pylori no
biofilme dental, saliva e sulco gengival (DAS et al., 2016; SILVA; TEREZAN;
FISCHER, 2012).

1.2.3 Principais tratamentos utilizados na erradicacdo do Helicobacter pylori

A descoberta de H. pylori e o seu papel nas doencas gastrointestinais levou a
um avancgo na terapéutica utilizada para a erradicacdo desta bactéria. Os principais
tratamentos consistem na terapia tripla e na quadrupla.

A terapia tripla considerada de primeira linha consiste de um inibidor da bomba
de prétons como o omeprazol, que agem por meio da inibicdo da atividade das H*,K"
ATPases, as quais sdo essenciais para a producdo acida no estbmago; e a
combinacdo de dois antibidticos, normalmente a amoxicilina seguida de
claritromicina. A amoxicilina € um antibiético B-lactamico, que se caracterizam por
apresentar um anel beta-lactamico essencial para a sua atividade antibacteriana.
Sao antibidticos bactericidas, que inibem a sintese da parede celular através da
interrupcdo do processo de transpeptidacdo. Esse mecanismo baseia-se ha unido

de beta-lactdmicos a receptores especificos localizados na superficie interior da
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membrana celular bacteriana, denominados “proteinas receptoras de penicilina”
(PBPs). As PBPs possuem um papel chave nas fases finais da sintese de
peptidoglicanos. Para a sua atuacdo, os beta-lactamicos devem primeiramente
penetrar na parede celular bacteriana (MACEDO et al., 2005). A claritromicina é um
antibiético da familia dos macrolideos, os quais sdo agentes bacteriostaticos, que
atuam pela ligacdo com o RNA ribossomal 23S da subunidade 50S, interferindo na
elongacdo da cadeia peptidica durante a traducédo e bloqueando a biossintese de
proteinas bacterianas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Todavia como uma alternativa atualmente também pode ser utilizada a terapia
quadrupla, de segunda linha, que consiste na adicdo de um farmaco que contém
bismuto (age por meio da diminui¢cdo da acidez estomacal, além de inibir a secrecao
enzimatica de H. pylori) ou na troca da claritromicina pela levofloxacina (antibiético
gue age por meio da inibicdo da enzima girasse, importante na replicacao do DNA),
a qual também pode ser nomeada como uma terapia de resgate, levando a uma
diminuicdo das doencas relacionadas a esta bactéria e na prevaléncia da infeccéo
no mundo. (BONIFACIO, et al., 2014; DAS et al., 2016).

Entretanto, o sucesso destes tratamentos esta agora comprometido devido as
imensa taxas de resisténcia antimicrobiana do patégeno a esses antibioticos,
tornando se um motivo de preocupacdo mundial (MEGRAUD; BESSEDE;
LEHOURS, 2014; PROCTOR; DEANS, 2014).

Além do mais, a terapéutica convencional € de alto custo, toxicidade elevada,
interacbes medicamentosas indesejaveis, biodisponibilidade insuficiente do farmaco,
aspectos estes que levam ao abandono do tratamento juntamente com as baixas
taxas de cura que sdo de 50 a 70% e principalmente pela decorréncia de efeitos
colaterais ou até mesmo pela recidiva da infeccao (DAS et al., 2016; SARDI et al.,
2013).

1.3 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS
A biodiversidade compde um dos bens naturais mais importantes e valiosos

do mundo, sendo o Brasil um pais privilegiado, de grandeza litoranea, flora e dono

da maior floresta equatorial e tropical imida do planeta. Isso nos coloca entre 0s trés
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paises de maior diversidade biolégica do mundo, afinal, 20% das espécies
conhecidas do mundo séo encontradas aqui (HENRIQUE et al., 2015; PINTO et al.,
2002).

As plantas medicinais foram, durante muito tempo, o Unico e principal recurso
terapéutico no tratamento de enfermidades. Entretanto devido a modernizagdo no
meio técnico-cientifico, e propagandas e incentivos das industrias farmacéuticas
gradativamente os medicamentos alopaticos industrializados foram tomando a frente
e sendo introduzidos no cotidiano da populacdo, principalmente em paises
desenvolvidos (BADKE et al., 2011). Entretanto, diversos paises ainda utilizam de
plantas medicinais e fitoterapicos em grande parte da populacgéo.

A fitoterapia é conhecida a muitos anos, sendo ela uma pratica antiga,
conhecida por volta de 1.500 a.C. Etimologicamente, vem das palavras gregas
phyton (plantas) e therapeia (tratamento), sendo assim, o uso de plantas e ou suas
partes, com o intuito de prevenir, aliviar ou curar doencas. Os medicamentos
fitoterapicos s@o os produtos obtidos de matérias-primas ativas vegetais, exceto
substéancias isoladas, com finalidade de profilatica, curativa ou paliativa, podendo ser
simples, que € quando o ativo € proveniente de uma Unica espécie vegetal
medicinal, ou composto, quando o0 ativo é proveniente de mais de uma espécie
vegetal (BETTEGA et al., 2011; BRASIL, RESOLUCAO RDC N° 26, 2014).

A partir de 1980, houve um crescimento no interesse das industrias médica e
farmacéutica pelos farmacos de fontes naturais e extratos vegetais. Isto levou ao um
aumento expressivo de novas pesquisas, que tem mostrado eficacia desses
compostos para tratamento de diversas doencas, sendo capazes de fornecer
farmacos dificilmente obtidos por sintese quimica, possiveis de modificagéo,
tendendo a terem menor potencial toxico, mais eficaz e efeitos semelhantes aos
farmacos sintéticos (BETTEGA et al.,, 2011). Segundo dados da Organizacéo
mundial da Saude (OMS) 80% da populacdo mundial utiliza-se de préticas
tradicionais na atencéo primaria a saude, e desse total, 85% usa plantas medicinais
ou preparacdes destas (SOUZA; LIMA; VALE, 2015).

As industrias farmacéuticas faturam cerca de 25% a partir da venda de
derivados de plantas medicinais, observando-se um aumento substancial a cada ano

(FERREIRA, et al., 2014). Sendo assim, a fim de garantir a populacdo o acesso
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seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, diversos paises
criaram seus proprios regulamentos. No Brasil, os critérios sociais, medicos,
antropoldgicos, econdmicos e botanicos sdo coordenados pela Comissdo de
Selecdo de Plantas, contendo todos o0s parametros necessarios para o0
desenvolvimento de pesquisas e para normatizacdo dos medicamentos fitoterapicos
para implementacdo no Sistema Unico de Saude (SUS), com o intuito de
implementar o uso destes medicamentos na rede de saude publica brasileira
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O crescente interesse em produtos de fontes naturais possibilitou o
surgimento de diversas estratégias tecnologicas que variam desde o screening
bioldgico, isolamento, até as triagens clinicas, métodos considerados essenciais na
descoberta de valores terapéuticos de uma ampla variedade de plantas
(BONIFACIO, 2014). Diversos podem ser 0s potenciais terapéuticos apresentados
por determinados extratos vegetais, destacando-se a atividade antimicrobiana contra
uma série de agentes infecciosos (BONIFACIO, 2014; DIAZ et al., 2010).

Durante séculos uma ampla variedade de plantas e substancias derivadas de
fontes alternativas vem sendo utilizadas no tratamento de doengas gastrointestinais.
Neste contexto, ha dados que demonstram expressivos resultados obtidos por meio
de extratos vegetais e Oleos essenciais frente ao H. pylori (COGO et al., 2010). Isto
se deve a presengca de compostos bioativos dentre os quais se destacam o0s,
flavonoides, as chalconas e os terpenos.

Dados da literatura mostram que os flavonoides e as chalconas contribuem
para a atividade anti-H. pylori de derivados vegetais inibindo a enzima urease, a qual
€ secretada pela bactéria durante a infeccdo para garantir sua sobrevivéncia no pH
acido do estdmago. Outros pesquisadores mostraram que a neutralizagédo da VacA e
a interferéncia com o receptor de sinalizacdo tool 4 (TLR4), também podem ter
outros mecanismos pelos quais esses compostos inibem a colonizacdo desta
bactéria (BONIFACIO, et al., 2014; CUSHNIE; LAMB, 2011). Outra possibilidade é
de que estes podem ter uma atividade direta contra o0 microrganismos, ou até
mesmo haver um sinergismo destes com os antibidticos utilizados na terapia
convencional (BONIFACIO, et al., 2014).
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No entanto, é preciso uma investigacao fitoquimica para a afirmacdo destas
descobertas, pois, nem sempre o0 conhecimento popular sobre o uso de plantas se
relaciona com curas reais, tendo algumas vezes efeito placebo ou até mesmo
toxicos. Apesar dos efeitos benéficos das plantas, devemos levar em consideracéo a
sua acao toxica, visto que ha uma linha ténue entre a dosagem terapéutica e a
toxica. Todavia, quando usado de forma correta, o principio ativo de uma planta
medicinal pode curar e/ou melhorar um desequilibrio fisiolégico no organismo
(RAMOS, 2015).

No Brasil, a criagdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS), instituida pela Portaria
no Ministério da Saude (MS) n® 971, de 03 de maio de 2006, permitiu que 0s
usuarios do SUS tivessem maior facilidade no acesso as opc¢les terapéuticas,
garantindo o acesso a plantas medicinais, fitoterdpicos e servigos relacionados a
fitoterapia, de forma segura, eficaz e com qualidade, e dessa maneira possibilitando
a integralidade da atencéo a saude (BADKE et al., 2011).

O Ministério da Saude selecionou 71 plantas medicinais para pesquisa por
serem consideradas plantas de interesse do SUS. A escolha foi baseada nas
doencas que mais afetam a saude da populacado, tais como as doencas cronicas:
Ulceras, diabetes, inflamac@es, artrites e hipertensdo. Dentre os produtos naturais

desta lista, esta espécie vegetal Casearia.

1.4 FAMILIA SALICACEAE

Numerosas sdo as familias de plantas com representacdo medicinal, dentre
elas, destaca-se a Flacourtiaceae. Todavia essa familia, de acordo com o sistema
filogenético de classificacdo mais recente, ndo existe mais, tendo seus
representantes sido incluidos em duas outras familias ja existentes: Salicaceae e
Achariaceae (THADEO et al., 2009).

Diversas espécies com representacdo medicinal sdo pertencentes a familia
Salicaceae. Membros dessa familia sdo encontrados em diferentes localizagbes do
globo, pelos mais diversos biomas do mundo. E composta por 43 géneros e

aproximadamente 1300 espécies. No Brasil, podem ser encontrados 19 géneros e
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cerca de 80 espécies. Esta é conhecida pela presenca de salicilatos, que sao
glicosideos fendlicos. Suas principais substancias demonstradas por estudos
qguimicos de espécies de Salicaceae sao: salicina, salicortina, 2'-cinamoilsalicortina,
salicina di-glicosilada, salicilol, 2’-O-acetilsalicina, 2’-O-acetilsalicortina e m-
hidroxibenzil-B-D-glicosideo. Dentre os salicilatos, destaca-se o &cido salicilico,
precursor quimico do acido acetilsalicilico, importante anti-inflamatorio
(FERNANDES, et al., 2009).

Foram descritas diversas atividades farmacolbgicas para estas substancias,
destacando-se de anti-inflamatoria, antioxidante e analgésica (FERNANDES, et al.,
20009).

1.4.1 Casearia sylvestris Swartz

Casearia sylvestris Swartz possui diversos nomes populares como
guacatonga, erva-de-bugre e café-bravo (CLAUDINO et al., 2013), sendo
pertencente a familia Salicaceae. Seu género Casearia possui quase 180 espécies,
distribuidas nas regifes tropicais e temperadas, muito encontrada em todo territrio
da América do sul, ocorrendo em 22 estados do Brasil, especialmente dentro da
Mata Atlantica brasileira, da floresta Amazonica e nos biomas do Cerrado e em

alguns outros paises como México, Argentina e Uruguai (FERREIRA, et al., 2011).
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Figura 5 - Fotografia da Casearia sylvestris do horto de plantas medicinais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

C. sylvestris possui em média 4-6 m de altura com tronco de 20-30 cm de
diametro (Figura 5). As folhas (6-12 cm de comprimento por 3-5 cm de largura)
caracterizam-se por serem glabras ou asperas, assimétricas, serreadas, pecioladas,
alternas, brilhantes, com glandulas visiveis por transparéncia em todo o limbo. As
flores sdo numerosas, pequenas, actinomorfas, esverdeadas, hipoginas e
diclamideas. A época que floresce é de junho a agosto (CARVALHO, 2015; TININIS,
et al., 2006). Esta espécie vegetal € usada por diferentes comunidades indigenas
principalmente na forma de extrato aquoso, tanto no Brasil como na América Latina
(FERREIRA, et al., 2011). Popularmente é utilizada no tratamento de mordidas de
cobra e cicatrizacdo de feridas, sendo empregada também como medicamento
antisséptico e no tratamento de Ulceras e gastrites (TRECCO et al., 2014).

Além de compostos fendlicos (flavonoides e derivados do acido galico) e dos
sesquiterpenos componentes do 6leo essencial ja identificados em folhas de C.
sylvestris, foram isolados mais de 30 diterpenos clerodanicos (Figura 6), 28 dos
quais tipicos de Casearia, incluindo as casearinas A-X e a caseargrewiina F,
isoladas de folhas. A estrutura destes diterpenos cis-clerodanicos é formada por um
sistema decalinico (anéis A e B) com metilas em C8 (C17) e C9 (C20), uma ligacao
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dupla em C3, uma cadeia lateral em C9 (C11-C16) com um dieno conjugado

terminal, um terceiro anel (C) di-hidrofuranico/diacetalico formado a partir de C18 e

C19, além de substituintes oxigenados (funcdes éster, éter, alcool ou cetona)
presentes nos carbonos 2, 6, 7, 18 e 19 (FERREIRA, et al., 2011; SANTOS, et al.,

2010).

Figura 6 - Estrutura quimica geral de diterpenos clerodanicos da C. sylvestris. R; a Rs sé@o

substituintes oxigenados, tais como ésteres, éteres e hidroxilas.

Diterpenos R1 R, Rs R, Rs

Casearina A OCHjs(a) CH3CO, CH3CO, OH (a) n-C3H,CO,
Casearina B OCHg; (a) CH3CO, CH3CO, CH3CO; (a) n-C3H,CO,
Casearina C OH (a) CH3CO, CH3CO, CH3CO; (a) n-CyH1oCO,
Casearina D OH (a) n-C3;H,CO, CH3CO, OH (a) n-C3;H,CO,
Casearina E OH (a) OCH,CH; CH;CO, OH (a) n-C3;H,CO,
Casearina F OH (a) OCH,CH; CH;CO, OH (a) n-C3;H,CO,
Casearina G OH (a) OCH,CH; CH;CO, H n-C3;H,CO,
Casearina H OH (a) CH3CO, CH3CO, H n-C3;H,CO,
Casearina | OH (a) CH3CO, n-C3H,CO, H n-C3H,CO,
Casearina J OCHj3 (a) n-C3H,CO, CH3CO, OH (a) n-C3H,CO,
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Casearina K CH3CO; (a) CH3CO, CH3CO, OH (a) n-C3H,CO,
Casearina L OCH, n-Cs;H;CO, CH;CO, CH3CO; (a) OH
Casearina M OH (a) n-C;H;CO, n-C;H,CO, CH3CO; (a) OH
Casearina N OCHj3; (a) CH3CO, n-C3;H,CO, CH3CO; (a) n-C3;H,CO,
Casearina O OCHj3 (a) n-C3H,CO, CH3CO, CH3CO; (a) n-C3;H,CO,
Casearina P OCHgs (a) CH3CO, CH3CO, CH3CO; (a) CH3CO,
Casearina Q OH (a) CH3CO, CH3CO, CH3CO; (a) n-C3H,CO,
Casearina R =0 CH3CO, CH3CO, OH (a) n-C3H,CO,
Casearina S OCHg; (a) =0 CH3CO, H n-C3H,CO,
Casearina T OCHgs (a) CH3CO, CH3CO, CH3CO; (B) n-CsH,CO,
Casearina U OCHg (a) OCHj3 CH3CO, OH (a) n-C;H,CO,
Casearina V OH (a) OCH3 CH;CO, OH (a) n-C3;H,CO,
Casearina X n-C3H,CO, (a) n-Cs;H;CO, CH;CO, OH (a) H

Casearvestrina A (CH3),CHCO, (B) CH3CO, CH;CO, OH (a) H

CH3CH,CH(CH3)CO,
Casearvestrina B CH;CO, CH;CO, OH (a) H
®)
Casearvestrina C n-CsH1,CO, (B) CH3CO, CH3CO, OH (a) H
Caseargrewiina F n-C3H,CO; (a) CH3CO, CH3CO, OH (a) H

Estudos mostram que o extrato etandlico de suas folhas apresenta atividades
farmacoldgicas relacionadas com potenciais anti-inflamatérios, cicatrizante,
citotoxica em linhagens de células tumorais, antiofidico e principalmente no
tratamento de Ulceras gastricas relacionadas com o desenvolvimento do cancer
(CARVALHO; SANTOS; CAVALHEIRO, 2009).

Atualmente esté planta esta sendo utilizada como matéria-prima em diversos
estudos e fonte de inspiracbes na busca de novos farmacos. De acordo com o
ministério da saude a C. sylvestris estd entre as 71 plantas medicinais de interesse
ao SUS. (ARAUJO, et al., 2014).

1.5 NANOTECNOLOGIA: BUSCA DE NOVOS ANTIMICROBIANOS

Atualmente a nanotecnologia esta entre os maiores avancos, sendo esta uma
das principais atividades de pesquisa e desenvolvimento em diversos paises. Em
termos gerais a nanotecnologia é o desenvolvimento, a obtencao e a caracterizacéo
de sistemas (RAJ et al., 2012).
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As aplicagdes da nanotecnologia em varias areas, especificamente na area de
saude, estd cada vez mais comum e intensa. Principalmente com a elevada
toxicidade, problemas de absorcdo, degradacdo, meia vida curta e diversos efeitos
adversos dos farmacos utilizados (NEGRI, 2015; RAJ et al., 2012).

Sendo assim, a busca por novas alternativas que sanem esses problemas é
intensa e tem despertado grande interesse de pesquisadores. Nessa direcdo a
liberacdo controlada de drogas € um campo intrigante, ja que a liberacdo destes em
seu local de acéo terapéutica especifico € uma das limitacbes das industrias de
biotecnologia e farmacéutica, visando maximizar a atividade do farmaco e reduzir os
efeitos adversos (RAJ et al., 2012).

Alguns trabalhos cientificos vém demonstrando o0s beneficios da
nanotecnologia na terapéutica, um dos alvos tem sido o tratamento do cancer,
doencas inflamatorias, cardiovasculares e neuroldgicas (DIMER et al., 2013).

Os produtos naturais veem apresentando expressivo potencial biolégico em
diversos testes in vitro, no entanto muitas vezes quando testados em in vivo ndo
correspondem a atividade in vitro, tendo pouca ou nenhuma atividade. Fato este se
da devido ao tamanho das moléculas e ou sua baixa solubilidade lipidica, nao
ocorrendo uma absorcao desejada (KESARWANI; GUPTA, 2013).

Deste modo, bases nanotecnoldgicas, tais como sistemas de liberacdo de
farmacos, vém demonstrando melhorar a biodisponibildade de extrato vegetais,
estabilidade, potencializar a atividade farmacologica entre outros (SAINI et al.,
2014).

Novos veiculos estdo sendo desenvolvidos e utilizados ndo somente para
aumentar a seletividade e eficacia de principios ativos, como, também, permitindo a
reducdo da dose total necesséaria (diminuicdo de efeitos adversos e tdxicos) e
proporcionando uma acdo prolongada e direta em determinados oOrgaos do
organismo (NEGRI, 2015).

As vantagens proporcionadas pela utilizacdo dos sistemas nanoestruturados
sao tantas, que quando em conjunto com as propriedades dos produtos naturais
estdo sendo favoraveis no tratamento de doencas, chamando a atencdo da
sociedade cientifica, aumentando os estudos relacionados (BIDONE et al., 2014;
RAJENDRAN et al., 2013).
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O tratamento das doencas gastrointestinais ndo tem sido efetivos, isto devido
ao fato de que estes estdo causando muitos efeitos adversos, degradacdo em pH
acido, baixa solubilidade, resultando em biodisponibilidade limitada. A fim de
melhorar tais fatos, os sistemas nanoestruturados vém sendo utilizados com
sucesso (PLAPIED et al., 2011).

As diferentes bases nanotecnoldgicas utilizadas como sistema de liberacéo de
farmacos, tais como: lipossomas, hanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
lipidicas solidas, cristal liquido, nanomicelas, nanoparticulas metélicas
(nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata e nanoparticulas de oxido de ferro)
e microemulsdes, € uma interessante abordagem para melhorar as propriedades
mais desejaveis de uma formulacdo. Alem disso, as nanometricas particulas
representam um futuro onde a atividade € assegurada e os problemas associados

aos tratamentos de doencas podem ser superados (SILVA, et al., 2016).

1.5.1 Microemulséo (ME)

O termo microemulsado foi descrita na década de 1940 por Hoar e Schulman
quando eles perceberam que uma emulséo turva e instavel podia ser convertida em
um liguido opticamente transparente e termodinamicamente estavel por adicdo de
um alcool como hexanol ou pentanol. No entanto, somente depois do ano de 1959
que as ME foram definidas como sendo transparente, de baixa viscosidade,
opticamente isotropicos, termodinamicamente estaveis, composta normalmente por
uma mistura lipidica + 4gua, estabilizados por um filme interfacial de emulsificantes.
Através de microscopia eletrbnica, pesquisadores observaram que as dispersdes
transparentes formadas eram constituidas de microglébulos de 6leo em agua (O/A)
ou agua em 6leo (A/O), cercados por um filme interfacial de emulsificantes e ou co-
emulsificantes. (DAMASCENO et al., 2011; GODOQY et al., 2003; SANTOS, 2015).

Uma ME usualmente estid relacionada a combinacdo de trés a cinco
compostos, sendo esses: emulsificantes, fase oleosa, fase aquosa, e muitas vezes
co-emulsificantes. Todavia, isto depende do equilibrio entre as propriedades do

emulsificante (hidrofilicas e lipofilicas), que esta relacionada com a estrutura
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quimica, entretanto fatores como temperatura, forca ibnica e a presenca de
emulsificantes também s&o importantes (FORMARIZ et al., 2005).

A estabilidade termodinamica das ME sdo vantajosas sobre as dispersfes
instaveis, permanecendo um longo periodo estaveis. Outras vantagens também sao
sua 6tima capacidade de solubilizagdo devido aos emulsificantes juntamente com as
goticulas de 6leo e agua e a melhora na biodisponibilidade de farmacos devido a
facilidade de incorporacédo de compostos (OLIVEIRA, et al., 2004).

Dentre os tipos de microemulsdes existentes os mais facilmente encontrados
sdo a de 6leo em agua (O/A), onde um 6leo é solubilizado em uma solugédo aquosa
contendo um emulsificante; a de agua em 6leo (A/O), onde uma solu¢do ndo aquosa
de um emulsificante é solubilizada em agua; e a continua, que séo sistemas que tem
uma transicdo continua entre a solucdo aquosa e solucdo nao aquosa (Figura 7)
(SILVA, et al., 2015).

Figura 7 - Microemulsdes: O/A e A/O

Oleo em agua (O/A) Agua em oleo (A/O)
N
Hydrophil 4
ydrophilic
phase >

Hydrophobic
~ phase
Hydrophobic

phase < Surfactant

<— Cosurfactant

AVAVAN

Hydrophilic
phase A p
VNN €= surfactant

<— Cosurfactant

Fonte: Silva, et al., 2014

Estudos descritos na

literatura mostram o0 aumento no interesse em

microemulsdes por sua utilizagdo em sistema de liberacdo de farmaco (Figura 8),

sendo esses sistemas reservatorios o qual permitem que o farmaco seja liberado

lentamente, fazendo com que nado atinja uma concentracdo plasmatica maior que a
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necessaria, proporcionando efeito prolongado. As ME O/A s&o muito utilizadas como
sistemas de liberacdo de farmacos, pois ela solubiliza uma grande quantidade de
farmacos lipossolaveis na sua fase oleosa (hidrofobica), desta maneira estes tem
expressivo potencial de aplicacéo terapéutica na utilizacdo para farmacos lipossoluveis.
Sendo muito vantajosa a utilizagdo como sistema de liberacdo de medicamentos
(FORMARIZ et al., 2005).

Estas vantagens estdo relacionadas a melhora na solubilizacdo de farmacos
lipofilicos, possibilitando o uso parenteral fator esse que permite a homogeneizacao
sem o uso de energia facilitando a producdo em larga escala. De acordo com estudos
experimentais, ha a melhora na absorcéo oral também, devido ao aumento da area
superficial fazendo com que haja um contato maior das goticulas que os farmacos

foram incorporados com o trato gastrintestinal (FORMARIZ et al., 2005).

Figura 8 — Farmaco incorporado em uma ME 6leo em 4gua

Farmaco

.
%)

Fase oleosa

Fonte: FORMARIZ et al., 2005
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano in vitro e in

vivo de derivados vegetais das folhas de C. sylvestris quimicamente caracterizados,

incluindo extratos e suas fracdes, nao incorporados e incorporados em um sistema

lipidico nanoestruturado frente a cepa ATCC 43504 de Helicobater pylori.

2.2 ESPECIFICOS

v

Desenvolvimento e obtencédo de dois extratos aquosos e do extrato etandlico

das folhas de Casearia sylvestris;

Fracionamento bioguiado do extrato etandlico das folhas de C. sylvestris e

subfracionamento da fragdo mais ativa;

Determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) in vitro, dos extratos
aguosos, extrato etandlico, das suas fracGes e de quatro subfracfes da fracéo
com maior potencial das folhas de Casearia sylvestris frente a cepa de H.
pylori ATCC 43504;

Incorporar os derivados vegetais que deram melhor atividade anti- H. pylori

em um sistema nanoestruturado;

Avaliar a atividade anti- H. pylori in vitro dos derivados vegetais incorporados;

Avaliar a influéncia dos compostos com melhores atividades n&o incorporados

e incorporados sobre o biofilme formado por H. pylori;
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v Avaliar a cinética de crescimento H. pylori frente aos derivados vegetais com
melhor potencial anti- H.pylori;

v' Determinacdo da atividade anti- H. pylori in vivo a partir dos derivados

vegetais com maior potencial anti- H. pylori in vitro ndo incorporado e
incorporado.
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Agar Miieller Hinton + 5% de sangue de carneiro (AS) - Biomérieux®

Amoxicilina - Sigma-Aldrich®

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

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) - Sigma®
Colesterol 94% - Sigma®

Dimetilsulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich®
Fosfatidilcolina de soja (FS) - Epikuron®
Fosfato de sodio dibasico - J.T.Baker®
Fosfato de s6dio monobasico - Reagen®
Glicerol - Sigma-Aldrich®

Glicose - Reagen®

Hidréxido de sédio - Atena®

Polioxietileno 20 oleil éter (Brij® 98)
Resazurina - Sigma-Aldrich®

Soro fetal bovino (SFB) - Vitrocell®

3.2 EQUIPAMENTOS
Autoclave vertical - Phoenix®
Balanca analitica - Shimadzu®
Banho-maria 100 - Fanem®
Banho termostatizado: Tecnal®, modelo TE- 184
Bomba de vacuo - Millipore®
Camara de fluxo laminar - Veco®
Camara de Neubauer - Boeco® Germany
Centrifuga Excelsa 206BL - Fanem®

Coluna cromatografica de bancada: colunas de vidro com d.i de 1,4;2,0;5,0 e 10cm;

Equipadas com torneira teflon com d.i de 1,4; 2,0; 5,0 e 10cm.
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Coluna cromatografica para CLAE: Hypersil Gold ® C-18 (250 x 4,6 mm X 5 pm);
Phenomenex® Luna C-18 (150 x 21,20 mm x 5 pm, 100 A); Phenomenex® Luna C-18
(250 x 21,20 mm x 10 pm, 100 A); Agilent Eclipse XDB C-18 (250 x 21,20 mm X7
um, Zorbax)

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Perkin Elmer® Flexar®, modo analitico):
bomba quartanaria, desgaseificador, injetor manual Rheodyne® de 6 porticos com
loop de 20uL, detector UV/VIS de comprimento variavel, detector - DAD, programa
gerenciador de cromatdgrafo e de dados Chromera®.

Espectrofotdmetro de microplacas Epoch - Biotek®

Estufa incubadora com atmosfera de CO; (3110 Forma Series Il water Jacketed CO,
Incubator) - Thermo Electron Corporation®

Estufa de incubac&o bacteriolégica - Fanem®

Estufa de incubacéo bacteriolégica com CO, . Forma Scientific®

Microscépio 6tico comum - Olympus CH20®

Peagdmetro - Marconi®

Purificador de a4gua destilada - Millipore®

Purificador de agua mili-Q - Millipore®

Sonicador de haste Q700 - QSonica®

Ultrassom - Thornton®

Vortex mixer SA8 - Stuart®

Zetasizer Nano NS - Malvern Instruments®
3.3 MATERIAL VEGETAL E SEUS DERIVADOS
3.3.1 Obtencao do Material vegetal

Neste estudo foram utilizados folhas de Casearia sylvestris Swartz coletadas
no Horto de Plantas Medicinais e Téxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara — UNESP. A exsicata do espécime coletado estd depositada no
Herbario Cientifico do Estado "Maria Eneyda P. Kauffman Fidalgo" do Instituto de
Botanica do Governo do Estado de Sédo 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 no dia 10 de outubro de 2013
e seco em estufa com circulagdo de ar a 40° C por sete dias.

3.3.2 Desenvolvimento do extrato aquoso

Foram realizados dois tipos de extracdo aquosa para obtencédo dos extratos
aquosos das folhas de C. sylvestris. Os extratos aquosos e etandlico foram obtidos
no laboratério de Farmacognosia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia, UNESP — Araraquara, com supervisdo do Prof. Dr. André Gonzaga dos
Santos.

3.3.2.1 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). Quatro gramas de folhas foram rasuradas e colocadas em um
béquer no qual foram adicionados 150 mL de 4gua deionizada fervente. Em seguida
o béquer foi tampado com vidro de relégio. Apdés 15 min, a solucédo 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.

3.3.2.2 Extrato aquoso 2

O extrato aquoso 2 foi obtido com as folhas secas de C. sylvestris
pulverizadas em moinho de facas. A droga vegetal pulverizada (50 g) 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. Apds as 4 h a solucdo
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.
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3.3.3 Extrato etandlico

O extrato etandlico foi obtido com as folhas secas de C. sylvestris
pulverizadas em moinho de facas. Obteve-se o0 extrato através do método de
maceracdo com agitagdo ocasional a 40° C, utlizando o etanol absoluto como
liguido extrator na proporcédo 1:5 (g/mL) em cada uma das 3 etapas de extracdo com
duracdo de 24, 48 e 72 h. A solucdo extrativa foi filtrada em papel de filtro,
concentrada em evaporador rotativo, seca por exposicdo ao ar em capela e,
finalmente, em dessecador com silica gel sob vacuo e, posteriormente, liofilizada
(Figura 9). O extrato seco foi armazenado em frasco de vidro d&mbar fechado a

temperatura de -7°C.

Figura 9 - Extrato etandlico de C. sylvestris

3.3.3.1 Fracionamento do extrato etandlico por extracdo em fase soélida
(EFS)

O fracionamento foi adaptado do método descrito por de Santos et al 2010,
onde foram utilizados 65,0 g do extrato etandlico seco das folhas de C. sylvestris,
que foram homogeneizados com a fase estacionéaria (1:1, m/m). A coluna de vidro
(20 x 10 cm) foi preenchida com silica gel (63-200 uym, 60 A) e carvao ativo em pd
(1:1, m/m) (Figura 10). A eluicéo foi realizada sob pressao reduzida e com 3.200 mL
de cada eluente: 1) hexano: acetato de etila 95:05 (v/v) (fracdes F1.1 e F1.2); 2)
acetato de etila (fracbes F2.1 e F2.2); 3) metanol (fracdes F3.1 e F3.2). As fracdes

foram concentradas em evaporador rotativo e, em seguida, secas sob fluxo de ar em
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capela e em dessecador com silica gel sob vacuo até afericdo de massa constante.
(SANTOS et al., 2010).

Figura 10 - Fotografia do sistema de fracionamento por EFS do extrato etandlico.

3.3.3.2 Fracionamento da fracdo mais ativa por Cromatografia em
Coluna (CC) em fase normal (FN)

Os derivados vegetais (extratos e fracdes) foram testados previamente de
acordo com o item 3.5.3 e a fracdo mais ativa foi fracionada com o intuito de
encontrar 0 composto ou 0S compostos responsaveis por esta atividade. 11,5 g da
fracdo F2 (fracOes F2.1 e F2.2 agrupadas) foram solubilizados no eluente inicial
(60,0 mL) e aplicados em coluna de vidro contendo silica gel (20 x 7,0 cm; 40-63
um/poro: 60 A). A eluicdo (Veuene = 1600,0 mL) foi realizada sob pressdo como
segue: 1) hexano: acetato de etila: isopropanol 85:14:01 (subfracbes SFs1+2 e
SFs3-9); 2) 78:20,5:1,5 (subfracdes SFs 10-18); 3) (76:22,4:1,6) (subfracbes SFs 19-
27); 4) (73:25,2:1,8) (subfracdes SFs 28-36); 5) (68:29,9:2,1) (subfracdes SFs 37-
45); 6) (60:37,2:2,7) (subfracdes SFs 46-54); 7) acetato de etila: metanol 1:1
(subfragbes 55-63). Volume de coleta das subfraces foi de 180,0 mL.
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3.3.4 Analises cromatograficas dos derivados vegetais de C. sylvestris

3.3.4.1 Cromatografia de camada delgada (CCD)

Todos os derivados vegetais foram submetidos a andlise por CCD. As
analises pelo CCD foram realizadas em placas de vidro cobertas com silica gel
Sigma Aldrich® (20 x 20 cm, 15-40 um, 0,25 mm), com indicador de fluorescéncia
(254 nm); a fase modvel foi constituida de hexano: acetato de etila: isopropanol
70:28:02 (v/v); o volume de aplicacédo foi de 20 L, o revelador utilizado foi o

anisaldeido sulfarico (110° C, 10 min); a distancia de eluicédo (D) foi de 18 cm.

3.3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (CLAE - DAD)

Todos os derivados vegetais foram analisadas por CLAE. O preparo das
amostras foi realizado utilizando EFS (10 mg de amostra; cartucho C18
Phenomenex® Strata™; 15 x 10 mm, 55 pm; eluente: 5,0 mL metanol: 4gua 98:2)
seguida de filtragdo em membrana (0,22 um, PVDF Millipore®). As analises foram
feitas utilizando o cromatégrafo Perkin Elmer® Flexar® dotado de desgasificador,
bomba quaternaria, injetor de seis pérticos Rheodyne® com alca de amostragem de
20 pL, detector de arranjo de diodos e o programa de gerenciamento do sistema
cromatografico e de aquisicdo e tratamento de dados Chromera® 4.1.0.6386.
Condicbes de andlises: coluna de Hypersil Gold® C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm);
gradiente linear de metanol: acetonitrila: 4gua 22:44:34 para 47:53:00 (v/v) em 42

min, mantendo isocraticamente em 47:53:00 por 5 min; vazéao de 0,8 mL/min.

3.3.4.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Todas as SFs foram analisadas por RMN para identificagdo dos compostos

presentes. Foi utilizado o espectrdmetro Spectra Bruker® 7.0 T com gradiente
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pulsado operando a 300 MHz para *H e 75MHz para **C. Como solvente foi utilizada

piridina-d>5.

3.3.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas

As analises das amostras foram realizadas utilizando um sistema ACQUITY
UPLC H-Class acoplado aos detectores de arranjo de diodos (do inglés, Diode Array
Detector — DAD) e ao espectrdmetro de massas quandrupolo tandem Xevo® TQ-S
(Waters Corporation, Milford, MS, USA), equipado com uma fonte de ionizacdo Z-
spray operando em modo positivo de analise. Um volume de 5 yL de amostra foi
injetada em uma coluna Ascentis® Express Cig (100 x 4,6 mm, 2,7 ym o didmetro da
particula) da Supelco. A temperatura da coluna foi de 35°C. A fase mdvel consistiu
de uma solugédo aquosa contendo 0.1% de Acido Formico (solvente A) e Acetonitrila
+ 0.1% de Acido Férmico (solvente B). A separacdo dos compostos foi realizada em
modo gradiente de 30 a 90% de Acetonitrila a uma taxa de fluxo de 500 yL/min. Os
parametros de operacao utilizados na fonte de ionizacao Z-spray foram: voltagem do
capilar = 3.2 kV, voltagem do cone = 40 V, temperatura da fonte Z-spray = 150 °C,
temperatura de dessolvatacdo do gas N, = 350 °C, fluxo do gas de dessolvatacéo =
600 L/h. A faixa de massas usada no modo de analise Full-scan foi de 200 a 1000
unidades de massa (u). Os experimentos de espectrometria de massas sequencial
foram realizados por dissociagédo induzida por colisdo (DIC) usando argbnio como

gas de colisdo para os ions precursores de interesse ([M + H]").
3.4 PREPARAQAO DO SISTEMA LIPIDICO NANOESTRUTURADO

O sistema foi preparado utilizando uma mistura de polioxietileno 20-oleil éter
(Brij® 98) e fosfatidilcolina de soja (2:1) como tensoativo (T), colesterol como fase
oleosa (FO) e tampao fosfato 50 mmol.L™ pH 7,4 como a fase aquosa (FA), baseado
no diagrama de fases realizado por (NEGRI, Kamila Maria Silveira, 2015), onde fixou

as proporcdes do tensoativo e fase oleosa, e procede a titulagdo com a fase aquosa,
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utilizando um sonicador de haste (Q700 da QSonica ®) a mistura foi sonicada, com
poténcia de 700 watts, operando de modo descontinuo, amplitude de 20%, por 20
minutos com intervalos de 59 segundos a cada 2 minutos, com banho de gelo
durante todo o processo de sonicacdo. O ponto escolhido para o presente estudo foi
0 1 do diagrama que € constituido de 10 % de fase oleosa, 10 % de tensoativo e 80
% de fase aquosa.

3.4.1 Incorporacao dos derivados vegetais nos sistemas nanoestruturados

Para a incorporacdo do extrato etandlico e a fracdo 2 que foram as com
melhores atividades in vitro, adicionou se 0,012g dos respectivos derivados em 6 mL
do sistema. A mistura foi sonicada por 3 minutos, amplitude de 20% em modo
descontinuo, com banho de gelo, havendo assim a incorporagdo no sistema na

concentracdo de 2000 pg/mL.

3.5 ANALISES BIOLOGICAS IN VITRO

3.5.1 Cepa bacteriana

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

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP-Araraquara.

3.5.2 Padronizacéo da suspenséo bacteriana

A partir de uma cultura em &agar sangue de carneiro (AS) de 72 h de
incubacdo a 37 °C com 10 % de CO,, colbnias bacterianas foram adicionadas a
Caldo Miueller Hinton (CMH) acrescido de 50 % de soro fetal bovino (SFB) até
atingir-se uma turvagdo igual a suspensdo do tubo 2 da escala McFarland
(aproximadamente 6 x 10® UFC/mL). Em seguida foi realizada a leitura

espectrofotométrica a 570 nm para confirmacdo da concentracdo bacteriana.

Larissa Spdsito



Material e Métodos

49

Posteriormente, foi realizado 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.

3.5.3 Determinacéo da Concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (Figura 11) de
acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2006) adaptada para microrganismos fastidiosos, com modifica¢des. Os
orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com CMH acrescido de 50 %
de SFB e foi realizada a diluicdo seriada do extrato vegetal, fracdo ou subfracbes
(1000 a 7,8 pg). 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 e o controle negativo (solventes). As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 72 h sob condicdo de

microaerofilia. Os testes foram realizados em triplicata.
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Figura 11 - Microplaca de Microdiluicdo. Esquema de utilizagdo da microplaca de 96 pocos
na determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM).
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3.5.3.1 Leitura com revelador

As leituras foram realizadas com o revelador resazurina (100 yg/mL) do qual
30 pL 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-onal0-6xido) € considerada o indicador mais utilizado em condicdes
de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA; WEIMER; KUNZ, 2003). O
mecanismo baseia-se na reducdo da resazurina (cor puarpura) em resorufina (cor
résea) (Figura 12). A resazurina tem uma correlacdo direta com a
quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até
células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000).
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Figura 12- Reacgédo de reducédo da resazurina

HO o o HO o o
N N

|
(0]

Resazurina (roxo) Resorufina (résea)

3.5.4 Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Apos a leitura espectrofotométrica, foram realizadas as determinagfes da
CBM. Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada poco da
microplaca foi replicada em placa de AS para H. pylori. As placas foram incubadas a
37 °C por 72 horas sob condi¢do de microaerofilia para H. pylori. Apos incubacgéo as
placas foram analisadas para o crescimento ou ndo das bactérias.

3.5.5 Ensaio de Biofilme

3.5.5.1 Padronizacao do In6culo bacteriano

O inoculo bacteriano foi obtido a partir de uma cultura de 72 horas em Agar

Mueller Hinton acrescido de 5 % de sangue de carneiro na escala 4 de Mcfarland.
3.5.5.2 Pré-adeséao
Foi depositado pérolas de vidro estéreis em todos os pocos da microplaca de
96 pocos, posteriormente adicionou-se 200 pL do inoculo previamente padronizado

e incubado por 3 horas a 37 °C com 10 % de CO, e umidade.

3.5.5.3 Formacéao do Biofilme
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Apos o periodo de pré-adeséao, foi retirado o in6culo totalmente, mantendo as
pérolas e adicionou-se 200 uL de meio de cultura (50% de CMH + 50% de soro fetal
bovino) incubando-se novamente por 24 horas. Apos as 24 horas de incubacao o
meio foi retirado, os poc¢os foram lavados com solucéo salina estéril e adicionou-se
novamente o meio de cultura. Isso foi repetido nos tempos de 48 e 72 horas
também. Posteriormente a lavagem de 72 horas, as amostras foram preparadas na
concentracdo de 100x o CIM para a fracdo e de 20x o CIM para o extrato e 100 uL
foi adicionado em cada poco, com mais 100 pL de meio de cultura. Foram realizados
os controles de esterilidade do meio, de crescimento, com antibidticos, solventes e
dos compostos avaliados. Apés a adicdo dos compostos que foram testados e os
respectivos controles a microplaca foi incubada por 24 horas a 36°C com 10 % de

CO; e umidade (CLSI, com modificactes).

3.5.5.4 Revelacao

Apés 24 horas de incubacdo dos compostos testados, todo o contetdo da
microplaca foi retirado (mantendo a pérola), lavado com salina estéril (0,9%) e
adicionou-se 100uL de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5- [carbonilo
(fenilamino)]-2H-tetrazolio-hidroxido (XTT) (Figura 13) e incubou-se por 3 horas nas
mesmas condi¢des anteriormente ditas. Este teste parte do principio de que quando
o XTT entra em contato com as células vivas € reduzido por desidrogenases
mitocondriais metabolicamente ativas o que gera o desenvolvimento da coloracao

laranja, caracteristica da substancia (RAMOS, 2015).
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Figura 13 - Reacgédo de reducéo do XTT
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3.5.5.5 Interpretagcéo dos resultados

Os pocos laranja mostram viabilidade das células e os que ndo ficaram
laranja mostram nao viabilidade celular. O 100 % da viabilidade celular é calculado
pelos pocos controle de crescimento, com isso é possivel utilizar uma regra de trés

para encontrar a viabilidade dos pocgos testados.

3.5.6 Cinética de crescimento

Para a realizacao do ensaio do tempo de morte, utilizamos a concentragéo de
2 vezes a CIM para as substancias testadas. Inicialmente foi preparado um inéculo
na escala 2 de McFarland com aproximadamente 6x10® UFC/mL. As substancias
nas concentracoes ditas a cima foram adicionada em cada tudo preparado do
inoculo e incubadas a 37 °C com 10 % de CO,. Nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 4;8; 12; 24,
horas cada suspenséao foi plaqueada em Agar Miller Hinton acrescido de sangue de
carneiro e incubadas por 37 °C com 10 % de CO, por 72 horas. Realizou-se o0s
controles: positivo, com antibiético e negativo. Posteriormente foram contadas as
coldnias e construiu-se um grafico (SANTOS-FILHO et al., 2015).
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3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO

3.6.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) pesando de

180-200g obtidos no Biotério Central da Unesp de Botucatu — Universidade Estadual

Paulista. Estes foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Bioldgicas

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP em condicdes

controladas (25°C, 12/12 h ciclo claro/escuro) com comida e agua disponiveis ad

libitum. Os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética para uso de animais
(CEUA 28/2015).

3.6.2 Determinacao da atividade anti-Helicobacter pylori in vivo

A atividade anti- Helicobacter pylori in vivo foi determinada por Souza et al.,

2009 com modificagdes.

Tabela 1 — Tratamentos experimento in vivo

GRUPOS TRATAMENTOS
1 Suspens&o de H. pylori (9x10° UFC/mL)
2 Indometacina (controle positivo - 20mg/kg de peso corporal);
3 Indometacina (controle positivo - 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori
(9x10° UFC/mL)
Triade (amoxicilina 50 mg/kg + claritromicina 25 mg/kg + esomeprazol 20 mg/kg) +
4 Indometacina (controle positivo - 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséao de H. pylori
(9x10% UFC/mL)
5 Extrato de C. sylvestris (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina (controle
positivo - 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9><108 UFC/mL)
Extrato de C. sylvestris incorporado (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina
6 (controle positivo - 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9x10°
UFC/mL)
7 Fracao de C. sylvestris (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina (controle positivo
- 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9><1O8 UFC/mL)
Fracdo de C. sylvestris incorporado (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina
8 (controle positivo - 20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9><108

UFC/mL)
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9 Base da incorporac¢édo (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina (controle positivo -
20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9><108 UFC/mL)
10 Oleo Vegetal (100 mg/kg de peso corporal) + Indometacina (controle positivo -
20mg/kg de peso corporal) + Suspenséo de H. pylori (9><108 UFC/mL)
11 Salina 0,9 %

Os animais utilizados foram distribuidos em onze grupos aleatoriamente
(n=10), conforme descrito na Tabela 1. Todos os animais foram submetidos a 12
horas de jejum, ap0s esse periodo todos 0s grupos, exceto, o grupo salina e solucao
de H. pylori receberam indometacina (indutor de Ulcera) na dose de 20 mg/Kg. Apos
24 horas da inducdo da ulcera comecou a administracdo da solucédo de H. pylori
6x10® UFC/mL uma vez ao dia (preferencialmente 9:00) exceto no grupo salina, por
7 dias seguidos. Vinte e quatro horas apds iniciar a solu¢do de H. pylori, 0s grupos
comecaram a receber seus devidos tratamentos. Para a realizacdo desse ensaio foi
utilizado o extrato etandlico e a fracdo 2 néo incorporados e incorporados no sistema
lipidico nanoestruturado.

Apos 14 dias da administragdo dos tratamentos, os ratos foram eutanasiados
por CO,, tendo seus estdbmagos removidos, abertos ao longo da maior curvatura e
lavados com solucdo salina como esquematizado na figura 14. Para analisar as

lesdes utilizou-se o programa ImageJ®.

Figura 14- Representacdo esquematica do ensaio in vivo de atividade anti — H. pylori

Tratamento (2x dia)

= oy
=

H. Pylori 6x10% UFCY/ mL(1x dia)

@ = E]EIEI[IEIEI[IIIIIIIII’

A B

A- Inducéo da ulcera com Indometacina (IUG); B- sacrificio de todos os animais com retirada do
estdmago e confirmacgéo de lesdes ulcerativas e presenca de H. pylor.i
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3.6.2.1 Determinacéo da producao de urease

Fragmentos do estdbmago foram utilizados para a determinacdo da atividade
anti-H. pylori através do gel de urease que visa avaliar a presenga ou auséncia
dessa bactéria. O fragmento de tecido gastrico foi inserido no centro de um tubo
contendo gel de urease (NEWPROV®, Pinhais - PR, Brasil) com o auxilio de uma
pinca. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente e a mudanca de cor foi
avaliada depois de 1 h. Quando o resultado era negativo, uma leitura final foi
realizada depois de 24 h. Na presengca de H. pylori (teste positivo) ha
desenvolvimento de reacdo alcalina (coloracdo vermelha ou rosa forte) e na
auséncia (teste negativo) ndo ha alteracdo de coloracdo do gel (amarelo ou

alaranjado claro).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) para determinar significancia
estatistica, seguida pelo teste de Tukey considerando-se p<0,05. Todos os testes in
vitro foram feitos em triplicata e os resultados foram expressos em média + erro

padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 MATERIAL VEGETAL E SEUS DERIVADOS

4.1.1 Obtencao do Material Vegetal

4.1.2 Desenvolvimento do extrato aquoso 1 e 2

Para o extrato aquoso 1 foram utilizados 4 g de folhas secas fragmentadas
(droga vegetal rasurada) e obteve-se 0,4 g de extrato seco ou 10 % (m/m) de
rendimento do extrato seco em relacdo a massa da droga vegetal. Para o extrato
aquoso 2 foram utilizados 50 g de folhas secas e moidas (droga vegetal pulverizada)

e obtivemos 4 g do extrato seco, com rendimento de 8 % (m/m).

4.1.3 Extrato etandlico

Para o extrato etandlico foram utilizados 1,5 kg de folhas secas e moidas
(droga vegetal pulverizada) e obtivemos 200 g de massa de extrato concentrado
12% (m/m).

4.1.4 Fracionamento do extrato etandlico de folhas de C. sylvestris por

extracdo em fase sdlida (EFS)

O método de fracionamento utilizado para fracionar extrato etandlico das
folhas de C. sylvetris foi uma adaptacdo de Santos (2008) e Santos et al. (2010),
utilizando o método de extracdo em fase soélida. A massa seca obtida ao término do
processo foi de: fracdo 1.1 = 3,56 g (5,47%), fracdo 1.2 = 2,969 (4,55%), fracdo 2.1 =
5,019 (7,70%), fracdo 2.2 = 7,219 (11,0%), fracédo 3.1 = 2,48 g (3,81%) e fracdo 3.2
= 3,579 (5,49%) em relacdo a massa inicial de amostra que foi de 65,0 g. O
rendimento total da EFS foi de 38,02 % (m/m).
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4.1.5 Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato etandlico

O CCD é utilizado para identificar substancias através da comparacdo dos
perfis cromatogréficos (bandas cromatograficas das amostras e do padrédo). Visto
que as fragbes 1.1 e 1.2; 2.1, 2.2 tem perfis cromatograficos praticamente idénticos
(Figura 15), foram reunidas formando fragdo 1 (F1.1+F1.2), fragdo 2 (F2.1+F2.2), ja
a fracdo 3 por néo ter perfil parecido ndo fol reunida ficando somente 3.2. Esta
analise concluiu que houve separacao cromatografica, pois as fracdes 1, 2 e 3.2 tém
perfis quimicos distintos. As fragfes 2 e 3.1 tem perfis quimicos semelhantes, porém
F3.1 tem substancias retidas no ponto de aplicacdo, o que nao foi observado para
F2 e, por esta razéo tais fracbes ndo foram reunidas. Além disso, nesta condicao de
analise segundo comparacdo com Santos (2008) é possivel sugerir que as
casearinas estao presentes apenas nas fracbes 2 e 3.1. Os extratos aquosos e

etandlico e suas 3 fracdes foram testados para atividade anti- H. pylori.

Figura 15 - Cromatoplaca obtida por CCD (silica gel) do extrato (Ext), fracbes EFS F 1-3
(5,0 mg/mL em metanol) utilizando a FM composta por hexano: acetato de etila: isopropanol
70:28:02 (v/v). O revelador utilizado foi o anisaldeido sulfarico, permanecendo em estufa a

110° C por 10 min.
- Rd
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4.1.6 Fracionamento da fracdo da EFS mais ativa por CC em fase normal e
andlises cromatogréaficas por CCD e CLAE -DAD

ApoOs a realizacdo dos testes bioldgicos com os extratos aquosos, etandlico e
suas 3 fragOes, seguimos o fracionamento com a fragao que teve o melhor potencial
frente a cepa de H. pylori. Através das analises feitas por CCD, as subfractes foram
agrupadas conforme a similaridade de seus perfis cromatograficos (bandas com
cores e fatores de retencgdes iguais) (Figura 16), para serem selecionadas aquelas

gue estao mais purificadas e que contem massa suficiente para serem testadas.

Larissa Spdsito



Resultados

60

Figura 16 - Cromatoplacas obtidas por CCD (silica gel) das subfracdes obtidas por CC
utilizando como FM: 1. hexano: acetato de etila: isopropanol. SF 1-15 (75:23:02, v/v); SF 16-
46: (70:28:02, viv); SF 46-62 (50:47:03, v/v). As fragcdes foram solubilizadas em AcOEt (5,0
mg/mL). O revelador foi o anisaldeido sulftrico, permanecendo em estufa a 110° C por 10
min.

98

1's'i"7'1siszo 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

A partir dos resultados dessa analise as SFs 1-2, 7-8, 9-11, 12-13, 17-19, 22-
23, 25-26, 28-30, 31-33, 34-36, 37-40, 40-46, 47-50, 51-56 e 57-63 foram
agrupadas. Posteriormente, as SFs foram analisadas por CLAE-DAD, confirmando
os resultados das analises por CCD com relagdo a semelhanca dos perfis quimicos.
Foram selecionadas 4 SFs com perfis favoraveis (menor complexidade e massa

suficiente) para serem testadas.
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4.1.7 Ressonancia magnética nuclear (RMN) e cromatografia liquida de ultra

eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)

As SFs selecionadas para 0s ensaios microbiolégicos foram submetidas a
anélises por RMN de 'H e *C e espectrometria de massas (MS?). Através dessas
analises, foi possivel identificar os diterpenos clerodanicos majoritarios (Figuras 17 a
20) presentes em cada subfracdo, conforme apresentado na Tabela 2. Além disso,
as casearinas O e J foram identificadas por meio de analise por CLAE-DAD
utilizando padrdes cromatograficos e comparando-se 0s tg e espectros no UV
obtidos. Estas analises espectrométricas e cromatograficas bem como a
identificacdo dos diterpenos clerodanicos foram realizadas pelo estudante de
mestrado Fernando Bombarda Oda (Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas) sob a orientacdo do Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos do
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP
(FCF-UNESP).

Figura 17- Cromatograma analitico da SF 13
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Figura 18- Cromatograma analitico SF 17
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Figura 19- Cromatograma analitico SF 20
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Figura 20- Cromatograma analitico SF 46

SF 40 - 46 : 235:5:395:5 : 1
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Tabela 2- Diterpenos clerodanicos (casearinas) identificados nas subfracdes da C.sylvestris.

Subfracdes Diterpenos clerodanicos RMN EM CLAE-DAD!

SF 13 casearina O sim sim sim
SF 17 casearina J sim sim sim
SF 20 casearina B sim
casearina J sim sim

SF 46 casearinaD, M, P, X ou | sim sim
casearina C sim sim

casearina H ou caseargrewiin F sim sim

Nas analises por CLAE-DAD foram utilizados os padrées cromatograficos casearinas J e
O do Laborat6rio de Farmacognosia da FCF-UNESP.

4.2 ANALISES BIOLOGICAS
4.2.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antimicrobiana das amostras foi avaliada a partir da sua capacidade
de inibirem o crescimento bacteriano, utilizando a técnica de microdiluicdo em
microplaca. As amostras testadas foram os extratos aquosos 1 e 2 das folhas de C.
sylvestris, 0 extrato etandlico das folhas de C. sylvestris, fracdo 1, fracdo 2, fracdo 3

e quatro subfracbes da fracdo mais ativa selecionadas a partir das analises
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cromatograficas, onde escolhemos aquelas que estavam melhor isoladas (menos
picos e manchas) e que possuiam a composic¢des quimicas distintas.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na microdiluicdo realizados com
os derivados vegetais (extrato aquoso 1 e 2, extrato etandlico, fracbes e 4
subfracdes selecionadas) frente a cepa H. pylori. Podemos observar que 0s extratos
aquosos da folha de C. sylvestris 1 e 2 ndo apresentaram atividade menor ou igual a
1000 pg/mL, demonstrando que néo séo ativos frente H. pylori nas concentracfes
testadas. Todavia o extrato etandlico, a fracdo 2 (mais ativa) e as subfracdes
apresentaram atividade significativa contra o H. pylori. A concentracdo inibitoria
minima do extrato etandlico foi de 1000 pg/mL, apds o fracionamento obtivemos 3
fracOes, destas somente a fracdo 2 apresentou atividade, 62,5 pg/mL, as demais
fracdes ndo apresentam atividade anti- H. pylori. Os resultados de CIM com a fracao
2 nos levaram a fraciona-la com o objetivo de isolar o “composto” associado a esta
atividade. Posteriormente ao fraccionando da F2, obtivemos 63 SFs que foram
submetidas a analises cromatograficas, onde foram agrupadas as SFs que tinham
perfil cromatogréfico iguais e selecionarmos aquelas que seriam mais purificadas e
com maior quantidade de massa a serem testadas. Selecionamos 4 SFs favoraveis
para nossos experimentos, foram as SFs 13, 17, 20 e 46. Dentre essas somente a
SF 17 ndo apresentou atividade relevante frente ao H. pylori (>1000 pg/mL), as
demais, SF 46 apresentou atividade de 1000 pg/MIl; a SF13 atividade de 500 pg/mL
e a SF 20 foi de 250 pg/mL. No entanto nenhuma das fra¢cées apresentou atividade
melhor que a F 2 (62,5 pg/mL).

A partir desses resultados, onde a F 2 apresentou uma atividade
destacavelmente melhor que os demais derivados vegetais da C. sylvestris e o
extrato etandlico pela facilidade para adquirir quando comparada com o0s
fraccionados e isolado, e também pelo uso popular, foram incorporados no sistema
lipidico nanoestruturado e a concentracdo inibitéria minima destes compostos foi

reavaliada (Tabela 4).
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Tabela 3 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria minima dos extratos aquoso 1 e 2,
extrato etandlico, fracBes e subfracdes das folhas de C. sylvestris pela técnica de diluicdo
em microplaca frente a cepa de H. pylori.

Material Vegetal CIM (pg/mL)
Extrato aquoso 1 >1000
Extrato aquoso 2 >1000
Extrato etandlico 1000
Fracdo 1 >1000
Fracéo 2 62,5
Fracdo 3 >1000
SF13 500
SF17 >1000
SF20 250
SF46 1000
Amoxicilina 15

Tabela 4 - Determinacao da Concentracao Inibitéria minima do extrato etandlico e fracdo 2
incorporados em uma microemulsdo das frente a cepa de H. pylori.

Material Vegetal CIM pg/mL
Extrato etandlico Incorporado > 1000
Frac&o 2 Incorporado > 1000

Posteriormente ao teste da CIM testada com os derivados vegetais
incorporados, foi observado que ambas as amostras (extrato etanodlico e fracdo 2)
nado apresentaram atividade, como apresentadas antes da incorporacdo. Estes

resultados mostram que incorporacdo ndo foi bem sucedida contra células
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planctonicas, provavelmente impedindo a liberacdo do principio ativo dos derivados

vegetais.

4.2.2 Determinacdo da Concentracao bactericida minima (CBM)

Os compostos vegetais se mostraram bacteriostaticos frente a cepa de H.
pylori, pois apés a retirada de uma aliquota de todos os pocos da microplaca e
passada para um meio de cultura favoravel houve crescimento bacteriano em todas
as concentracbes testadas (>1000 pg/mL), mesmo quando incorporado na

microemulsao.

4.2.3 Ensaio de Biofilme

A Figura 21 apresenta os resultados do ensaio in vitro de inibicdo do biofilme

frente a cepa de H. pylori.
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Figura 21 - Atividade anti biofilme: A - amoxicilina, B - extrato etanolico ndo incorporado e
incorporado, C- fracdo 2 ndo incorporado e incoporado em uma microemulséo.

A

vy

% de Inibicdo

-
o
1

[=1]
o
L

o
(=]
1

B
o
1

W
(=]
1

L8]
(=]
1

Ml Amoxicilina

100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,781
ug/mL

Hl Extrato
, 1= Extrato Incorporado

10000 5000 2500 1250 625 312,5 156,2 78,12
ug/mL

W Fracdo

o
1] * -
S 50+ BE Fragdo Incorporada

% de Inibi

3125 1562 781,2 390,6 195,3 97,65 48,82 24,41
ug/mL

A, porcentagem de inibicdo do grupo Amoxicilina em relacdo ao grupo controle positivo.

B, porcentagem de inibicdo do grupo extrato etandlico e extrato etandlico incorporado.
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*p<0,05 em relacdo ao extrato na respectiva concentragcdo. C, porcentagem de inibicdo
do grupo fracdo e fracdo incorporado. *p<0,05 em relacdo a fracdo na respectiva

concentragao.

Tanto o extrato etandlico ndo incorporado quanto o incorporado foram
capazes de inibir o biofilme formado por H. pylori nas concentracdes testadas, com
excecdo do extrato incorporado na concentracdo de 78,12 pg/ mL. Foi observado
que a atividade do extrato etandlico incorporado foi melhor do que o extrato néo
incorporado nas concentracdes mais baixas (625 pg/ mL, 312,5 ug/ mL e 156,2 ug/
mL), pois ele inibiu uma porcentagem maior nas mesmas concentragdes do extrato.

Quando observamos a fracdo 2 incorporado e ndo incorporada estas também
foram eficazes contra o biofiime em todas as concentracdes testadas. A fracdo 2
teve um maior potencial de inibicdo nas concentracdes mais altas (até 390,6 pug/ mL)
que a fracdo 2 quando incorporada, sendo também mais eficiente quando
comparada com o extrato e o extrato incorporado, pois ela inibiu o biofilme em uma
concentragdo menor com uma porcentagem maior.

Podemos observar que apesar dos compostos terem inibido o biofiime de H.
pylori, nenhum dos derivados vegetais foi superior a amoxicilina, que conseguiu

inibir o biofilme em uma concentracdo menor com uma porcentagem maior.

4.2.4 Cinética de crescimento

As Figuras 22 - 25 apresentam o comportamento do crescimento da cepa
bacteriana em contato com o extrato vegetal e com a fragdo 2 n&o incorporados e
incorporados, assim como o controle de crescimento e o farmaco amoxicilina.

Essa andlise confirma os resultados anteriores de CBM, mostrando que o
extrato vegetal e a fragdo 2 ndo possuem a capacidade de promover a morte do H.
pylori nem mesmo depois de incorporados na microemulséo, promovendo apenas a

diminuicao de crescimento e proliferacdo do micro-organismo.
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Figura 22- Cinética de crescimento do extrato etandlico contra H. pylori
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Podemos observar que o extrato etandlico (Figura 22) diminuiu a quantidade de
micro- organismos a partir do tempo de 8 horas de incubacdo permanecendo em
decrescente até o tempo de 12 horas, sendo este capaz de inibir mais que o
antibiético (amoxicilina) usado na pratica clinica. No entanto no tempo de 24 horas
houve um aumento, todavia, ainda assim esse crescimento foi menor que o controle
de crescimento da bactéria.

Figura 23 — Cinética de crescimento do extrato etandélico incorporado contra H. pylori
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O extrato incorporado (Figura 23) também promoveu uma inibicdo do micro-
organismo em relagcdo ao controle de crescimento, entretanto quando comparada

com a amoxicilina a inibicdo foi similar. No tempo de 24 horas houve um aumento
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maior no crescimento do extrato incorporado em relacdo ao da amoxicilina, mas
ainda foi menor que o controle de crescimento.

Figura 24 Cinética de crescimento da fracdo 2 contra H. pylori
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Nota- se que a fracdo 2 (Figura 24) foi potencialmente melhor nos primeiros
tempos da curva de morte quando comparada a amoxicilina, permanecendo assim
ate o tempo de 12 horas, apés o qual apresentou a mesma atividade da amoxicilina.
No entanto a fracdo quando incorporada (figura 25) ndo teve um desempenho téao

bom quanto antes, reduzindo a capacidade de inibicdo desta.

Figura 25 - Cinética de crescimento da fragdo 2 incorporado contra H. pylori
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4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO
4.3.1 Determinacéo da atividade anti-Helicobacter pylori in vivo

Tanto o tratamento convencional (triade) quanto os derivados vegetais foram
eficazes em diminuir a &rea ulcerada nos animais testados. A ANOVA de uma via
mostrou efeito significativo dos tratamentos (F 429 = 9,467 / p <0,05). No grupo
controle positivo onde foi administrada indometacina + solucdo de H. pylori, a area
ulcerada foi de 6,980 + 1,047 mm?. O tratamento convencional com a triade (100
mg/kg) foi de 1,171 # 0,225 mm? (p= 0,0001), o extrato etandlico das folhas de C.
sylvestris 3,192 + 0,686 mm? (p= 0,0068), a fracdo 2,234 + 0,554 mm? (p= 0,0060) e
o0 extrato incorporado no sistema 1,221 + 0,155 mm? (p= 0,0008), demonstrado na
(Figura 26). Devido a problemas inerentes a fracdo 2 apds a sua incorporacao, nao

foi possivel realizar o teste com essa.

Figura 26- Efeito do extrato ndo incorporado e incorporado em um sistema nanoestruturado
e da fracdo 2 de C. sylvestris sobre o tamanho de lesdo ulcerativa em um modelo de
infeccao por H. pylori.
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O teste de urease foi positivo para todos os animais do grupo controle e

fracdo 2. Os grupos extrato, extrato incorporado e triade apresentaram urease
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negativa. Podemos concluir que apenas a fracdo 2 nao foi capaz de eliminar a
bactéria H. pylori presente no estdtmago.

Figura 27- Fotografia dos estbmagos

Controle positivo Triade Extrato

A

Larissa Sposito



Discussdo

73

5. DISCUSSAO

Newman e Cragg desde 1984 veem estudando e enfatizando que os produtos
naturais e/ou suas estruturas quimicas desempenham um papel importante na
descoberta e no processo de desenvolvimento de medicamentos (NEWMAN;
CRAGG, 2016). O emprego destes na recuperacao da saude tem evoluido ao longo
dos tempos, desde as formas mais simples de tratamento (chas, extratos, entre
outros) muito utilizado pelos nossos ancestrais até as formas tecnologicamente
sofisticadas da fabricacao industrial utilizadas recentemente (comprimidos, capsulas,
drageas, cremes, entre outros) (DARAVAS et al., 2009).

Usuarios de plantas medicinais de todo o mundo mantém a préatica do
consumo destas, sendo muito importantes as informagdes terapéuticas que foram
acumuladas durante séculos. De modo indireto, este tipo de cultura medicinal
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo éareas
multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que
juntas enriquecem o0s conhecimentos sobre a abundante fonte medicinal natural: a
flora mundial.

A familia Salicaceae € amplamente utilizada no territorio brasileiro e varios
estudos ao longo dos anos tem demonstrado que diversas espécies dessa familia
possuem atividades biol6gicas relevantes, tais como: antimicrobianas, hipolipémicas
e hipoglicemiantes, anti-ofidicas, antiulcerogenicas, citotoxica (PHILIPPSEN et al.,
2013).

Alguns estudos atuais mostraram que derivados vegetais da Casearia
sylvestris tem atividade antimicrobiana frente a diferentes tipos de micro-organismos
patogénicos (CAVALHEIRO, et al., 2016; ESPINOSA et al., 2015; LIPINSKI et al.,
2013). No presente estudo a revelacdo com resazurina mostrou que alguns dos
derivados vegetais de C. sylvestris (extrato etandlico, fracdo 2 e subfracbes das
folhas de C. sylvestris) apresentam atividade anti- H. pylori. Os extratos aquosos nas
condicbes testadas ndo obteve atividade, enquanto o extrato etandlico um CIM de

1000 pg/mL. Dentre as fracbes somente a fracdo 2 obteve uma atividade menor que
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1000 pg/mL, sendo de 62,5 pg/mL. Das subfragdes somente a subfracdo 17 nao
apresentou atividade relevante frente ao H. pylori (>1000 pg/mL). J& as demais
apresentaram atividade relevante, sendo a atividade da subfracdo 46 1000 pg/mL,
da SF13 500 pg/mL e da subfracdo 20 250 pg/mL.

O revelador resazurina (cor azul) utilizado, na presenca de células viaveis
sofre metabolizacdo formando a resorufina (roséa), mostrando se ha ou nao
viabilidade celular nos pocos da microplaca. No entanto, as nuances de cores entre
0 azul e o r6sea podem ocasionar duvidas na determinacao da CIM (STOPPA et al.,
2009), detectada nesse caso somente quando ocorre uma porcentagem de inibicao
do crescimento microbiano igual ou maior que 90% (GUDINA et al., 2010; HORNER
et al., 2008).

Na literatura ndo ha uma classificacdo consensual sobre os valores de CIM.
Aligiannis et al., (2001) apresentaram a seguinte classificacdo: agentes cujo CIM é
de até 0,5mg/mL séo inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL séo inibidores
moderados; CIM acima de 1,6mg/mL séo inibidores fracos. JA Webster et al., (2008)
propuseram um valor de CIM satisfatério entre 1000ug/mL ou menos. Wang, (2014)
utiliza uma classificacdo que propdem a divisdo em 4 classes de acordo com a sua
CIM: atividade forte (CIM: <10 ug / mL); atividade moderadamente forte (CIM: 10-
100 pg / mL); atividade moderadamente fraca (CIM: 100-1000 pg / mL) e atividade
fraca (CIM:> 1000 ug / mL).

De uma maneira geral, através da classificacdo de Wang, 2014, foi observado
que a maioria dos compostos testados foi classificado com tendo uma atividade
moderadamente fraca, com excec¢do da fracdo 2 do extrato etandlico, a qual,
apresentou o melhor potencial de inibicdo frente ao H. pylori (62,5), sendo
considerado moderadamente forte. Levando-se em conta que o valor de CIM da
amoxicilina, controle positivo utilizado contra H. pylori foi de 15ug/mL, ndo sendo téo
inferior ao apresentado pela fracdo 2, pode-se inferir que este apresentou um
resultado promissor.

Devido a diversidade estrutural e farmacoldgica, os metabdlitos secundarios

das plantas estdo sendo considerados um campo de pesquisa muito atraente, pelo
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fato deles apresentarem ricas fontes de moléculas desconhecidas, que podem ser
importantes terapeuticamente.

Na pesquisa de novos medicamentos fitoterapicos, os flavondides presentes
nas plantas medicinais sado considerados como fortes agentes terapéuticos em
casos de doencgas de origem microbiana. Sua agdo vai além disso, com promissoras
atividades antivirais, antiproliferativas, antimutagénicas, antitrombdticas e
antioxidantes (ORHAN et al., 2010). Neste sentido, a presenca de compostos
fendlicos em espécies da familia Salicaceae se caracteriza como um modelo
promissor na avaliagdo de mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana
(CUSHNIE; LAMB, 2011). Em relacdo aos efeitos antimicrobianos exercidos pelos
flavondides, as acdes resultam de uma interacdo destes compostos com a
membrana celular dos micro-organismos alvo, provavelmente devido a sua
capacidade de se complexar com proteinas extracelulares e com a parede celular
(SAVOIA, 2012).

Estudos fitoquimicos prévios mostraram que as espécies de Casearia
revelaram possuir diversos metabolitos secundarios em sua composicdao, sendo
diferentes diterpenos, destacando-se 0s clerodanicos, taninos, cumarinas,
flavondides, lignanas, esteroides, amidas e compostos fendlicos (FERREIRA, et al.,
2011; TININIS et al., 2006).

A literatura mostra que os compostos fenodlicos (fendlicos, fendis simples e
polifendis), flavondides, quinonas, cumarinas, alcaloides e terpenos estdo
relacionados com atividades anti-H.pylori (WANG, 2014).

De acordo com CUSHNIE; LAMB, (2011), os compostos das classes de
flavondides e chalconas sdo primariamente inibidores da enzima urease, que é
secretada pelo H. pylori durante a infeccdo para assegurar a sua sobrevivéncia no
pH acido do estbmago. No entanto, ndo observamos atividade na fracdo 3 que foi
eluida com metanol, que espera-se que tenha retirado os compostos de maior
polaridade que estavam no extrato bruto, no qual se enquadram os flavondides.

Entre os terpenos com atividade anti H. pylori podemos destacar uma
saponina isolada de Pteleopsis suberosa, efetiva contra cepas vacA / cagA positivas

e resistentes ao metronidazol (LEO et al., 2006); Trichorabdal um diterpeno de

Larissa Spdsito



Discussdo

76

Rabdosia trichocarpa (KADOTA et al., 1997) e o terpinen-4-ol, que foi isolado de
Sclerocarya birrea (Anacardiaceae (NJUME et al.,, 2011). Nossos resultados
mostram que cerca de 14% dos compostos encontrados no extrato etanodlico da
classe de diterpenos clerodanicos (a classe de terpenos). Apds o fraccionamento,
esta classe de substancias foi concentrada na fracgéo 2, compondo cerca de 50%
dos compostos encontrados nestes derivados. Considerando a melhora da atividade
contra o Helicobacter pylori da fracdo 2 em relacdo ao extrato etandélico, sugerimos
gue a atividade anti — H. pylori dos derivados do C. sylvestris vem dos compostos
desta classe, uma vez que uma maior quantidade destes compostos foi encontrado
no derivado de melhor atividade. Neste sentido, esperava-se que quando houvesse
o subfracionamento da fracdo 2 pudéssemos encontrar 0 composto que fosse
responsavel por tal atividade. Entretanto, nenhuma das subfracfes foi capaz de inibir
mais o crescimento do H. pylori que a fracdo 2. Neste contexto, € possivel que
esteja ocorrendo um sinergismo entre estes compostos presentes.

Como demonstrado, os derivados vegetais utilizados foram capazes de inibir
0 micro-organismo, deste modo, a investigacao do potencial anti-Helicobacter pylori
dos derivados vegetais ap0s a incorporacdo em um sistema de liberacdo de
farmacos tornou-se interessante.

As ciéncias fitoquimicas e fitofarmacoldgicas ja estabeleceram que produtos
naturais tem atividades biol6gicas. A maioria dos seus constituintes que sao
biologicamente ativos (flavonoides, taninos, terpenos) sdo altamente sollveis em
agua e tem grandes tamanhos moleculares, sendo incapazes de cruzar membranas
lipidicas, o que diminui sua absorcao; resultando na perda de biodisponibilidade e
eficacia. Diversos estudos tem demonstrado que muitos derivados vegetais tém
atividade em ensaios in vitro, mas ndo sdo reproduziveis em experiéncias in vivo
(BONIFACIO, et al., 2013).

As plantas medicinais podem apresentar diversos problemas na sua
utilizacdo, tais como solubilidade, estabilidade e toxicidade. Estas questdes podem
ser superadas desenvolvendo-se sistemas nanoestruturados de liberacdo de
farmacos que podem ajudar na melhoria de seus parametros farmacoldgicos

(RAMOS, et al., 2015). A complexidade quimica dos derivados vegetais é muito
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importante para que a formulacdo tenha sucesso, isso devido ao fato que a
formulacdo é responsavel pela liberacdo do principio ativo. Consequentemente, a
formulacdo deve solubilizar o farmaco, minimizar o processo de degradacéao, reduzir
gualquer toxicidade e mascarar gosto ruim, e ao mesmo tempo controlar a absorcéo
e a resposta bioldgica (BONIFACIO, et al., 2013).

Kesarwani e Gupta, (2013) publicaram uma revisdo que mostra uma
variedade de estudos que utilizam a nanotecnologia para otimizar as propriedades
dos derivados vegetais e concluiram que esta realmente aumenta a
biodisponibilidade destes (BONIFACIO, et al., 2013). Bhattacharya e Ghosh, (2008)
incorporaram os extratos de cha verde e o ginseng (Panax ginseng CA Meyer)
(Araliaceae) para melhorar a absor¢cdo dos compostos ativos. SU et al., (2008)
usaram Radix salvia miltiorrhiza Bunge (Lamiaceae) incorporados em microcapsulas
e demonstraram uma significante melhora na biodisponibilidade do extrato.

SINICO et al., (2005) incorporou 6leo essencial de Artemisia arborescens L.
(Asteraceae) em lipossomos e observou que esses sistemas ajudaram 0s
componentes ativos desta planta a penetrar a barreira citoplasmatica.

Estudo realizado com extrato hidroetandlico das folhas de A. urundeuva, com
atividade antifingica in vitro e in vivo, demonstrou que apds a incorporagcdo em um
sistema nanoestruturado (microemulsdo) foi capaz potencializar a inibicdo
(BONIFACIO, et al., 2015).

Ramos et al, (2016), demonstrou que o0 extrato de S. nitens quando
incorporado em um crystal liquido mucoadesivo, pode ter facilitado a interagdo com
as células fangicas em um modelo animal de com ratos e ser responsavel na
melhora da atividade encontrada (RAMOS, et al., 2016).

Neste trabalho a incorporagéo no sistema nanoestruturado, ndo potencializou
a atividade antibacteriana de nenhum dos derivados vegetais no teste de CIM, visto
gue tanto o extrato 2 quando foram incorporados apresentaram CIM de >1000
pug/mL, perdendo assim a capacidade de inibicdo que existia anteriormente a
incorporacgao. Isto pode ser devido aos compostos presentes nos derivados vegetais

gue néo foram liberados apds a incorporacéao.
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A formacao de biofilme é um importante marcador de viruléncia atribuido aos
micro-organismos. Inicialmente os micro-organismos aderem aos tecidos dos
hospedeiros, sendo estas mediadas por macromoléculas denominadas adesinas, as
quais caracterizam-se em estruturas da superficie do micro-organismo que
interagem com receptores especificos nas células do hospedeiro (NOBILE;
JOHNSON, 2015).

Existe uma grande dificuldade na descoberta de novos compostos que
possuam acgao contra biofilmes, uma vez que estes possuem uma alta complexidade
de mecanismos de metabolizacdo e principalmente & alta concentracdo da carga
bacteriana ou fingica presente. Neste sentido, a busca por novas moléculas para a
eliminacdo do mesmo é constante e permanece em extrema expansao nos dias
atuais (FANNING; MITCHELL, 2012).

Em relacdo aos resultados encontrados neste estudo, foi observado que
todos os derivados nao incorporados e incorporados foram capazes de inibir o
biofilme ja formado do H. pylori na maioria das concentracfes testadas. A fracao 2
foi a que teve um maior potencial de inibicdo, uma vez que inibiu o biofilme em uma
concentracdo menor com uma porcentagem de inibicdo maior em relacdo aos outros
derivados testados.

Além do CIM e o CBM, um ensaio baseado no tempo de morte € um modelo
utilizado para descrever a farmacodinamica de um composto. O teste de cinética de
crescimento € um método empregado para se determinar 0 tempo em que a
substancia-teste impede o desenvolvimento do micro-organismo a ser testado. Ele
fornece a dindmica de acédo desta substancia e sua interacdo com o tempo, sendo
assim, fornece parte da informacdo necesséria de quanto tempo é preciso para
realizar-se a administracdo do antibidtico novamente. Normalmente, as
investigac6es de novos compostos antimicrobianos utilizam este método de andlise
para complementar os resultados obtidos na determinacdo da CIM do composto
avaliado (CHEN et al., 2016; NOBREGA et al., 2013).

Neste estudo o ensaio de cinética de crescimento foi realizados nas
concentracfes de 2x a CIM para os derivados vegetais. Como controle positivo de

inibicdo foi utilizado o farmaco amoxicilina na concentracdo de 100 pg/mL. Os
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resultados encontrados confirmaram a acéo bacteriostatica observada no ensaio de
CBM, indicando que nao houve morte celular (agéo bactericida) e sim a diminui¢ao
do crescimento e proliferacdo da cepa. Ambos os derivados, extrato e fracdo nao
incorporados ou incorporados foram capazes de diminuir o crescimento do H. pylori,
em determinados tempos. O extrato etandlico e o extrato incorporado diminuiram a
quantidade de micro-organismos permanecendo em decrescente até o tempo de 12
horas, voltando o crescimento no tempo de 24 horas. Ja a fracdo e a fracdo
incorporada apresentaram um tempo maior de inibicdo, permanecendo em
decrescente até o tempo de 24 horas. Em diversos tempos os derivados
apresentaram um melhor desempenho que a amoxicilina, farmaco utilizado na
pratica clinica.

Um modelo animal para estudo da infeccdo por H. pylori consiste na
administracdo de indometacina seguida pela inoculacdo gastrica de solucéo
contendo o micro-organismo (O’'ROURKE; LEE, 2003). A administracdo oral dos
derivados vegetais das folhas de C. sylvestris ndo incorporados para ratos,
ulcerados por indometacina e inoculados com H. pylori, apresentaram capacidade
de melhoria no processo de cicatrizacdo das Ulceras provocadas pela indometacina.
A incorporacdo desses nao potencializou a acado cicatrizante. Com excecdo da
fracdo 2, os demais derivados vegetais testados nesse modelo apresentaram a
capacidade de eliminar a bactéria H. pylori, sendo as amostras de lesdo gastrica
urease negativa.

Em trabalhos prévios, o extrato de folhas de C. sylvestris demonstrou eficacia
para o tratamento e a prevencdo de Ulceras induzidas experimentalmente em ratos
(FIALHO et al., 2010; NEGRI, 2015).

Alguns estudos sugerem que esta atividade possa estar relacionada com a
inibicdo da pepsina (ESTEVES et al., 2005; SERTIE; CARVALHO; PANIZZA, 2000;
SILVA, et al.,, 2006). Flausino Junior et al., (2009) sugeriu que os diterpenos
clerodanicos obtidos de C. sylvestris (casearinas) podem estar relacionados com a
atividade antiulcerogénica de seus derivados vegetais, e que seus mecanismos agao
podem estar relacionados a inibicdo de pepsina. Solucdes etandlica e aquosa de

extratos de outras espécies de Casearia apresentaram atividade inibitéria da
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pepsina. Outros estudos fitoquimicos estdo sendo realizados para investigar 0s

diterpenos clerodanicos nestas plantas.
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6. CONCLUSOES

- Os extratos aquosos das folhas de C. sylvestris, ndo mostraram atividade
significante quando testados contra células plancténicas in vitro de H. pylori,
atraves do teste de microdiluicdo.

- O extrato etandlico das folhas C. sylvestris, apresentou uma atividade de 1000
pg/mL contra H. pylori.

- A fracdo 2 do extrato etandlico de C. sylvestris foi a Unica entre as fracdes deste
que apresentou atividade frente ao H. pylori, sendo expressivamente bom (62,5
pg/mL).

- Dentre as subfracfes escolhidas, somente a SF17 ndo apresentou atividade
(>1000 pg/mL), enquanto as demais obtiveram um maior potencial anti- H. pylori
(SF13, 500 pg/mL; SF20, 250 pg/mL e a SF46, 1000 pg/mL).

- A incorporacdo do extrato e da fracdo 2 das folhas de C. sylvestris no sistema
nanoestruturado ndo potencializou a acdo dos mesmos nos testes de CIM frente
ao H. pylori.

- O extrato etandlico de C. sylvestris e a fracdo 2 ndo incorporados e
incorporados no sistema nanoestruturado foram eficientes contra o biofilme de H.
pylori. O maior potencial de inibicdo foi a fracdo 2 ndo incorporada.

- No ensaio de cinética de crescimento, o extrato etandlico e a fracdo nao
incorporados e incorporados conseguiram diminuir a carga bacteriana
consideravelmente. Todavia a fracdo 2 foi a mais ativa entre todos os compostos.
- Apenas o extrato etandlico e o extrato etandlico incorporado foram capazes de
eliminar o H. pylori no ensaio in vivo, sendo as amostras de lesfes gastricas
urease negativas. Apesar disso, todos os derivados vegetais testados in vivo

diminuiram significantemente a area ulcerada.
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Protocolo CEUA/FCF/CAr n® 292015

Interessada: LARISSA SPOSITO

Orientadora: Profa. Dra. Tals Maria Bauab

FProjato: Caracterizacin bioldgica de Casearia sylvestris com enfoque na
atividade anti-Helicobacter pylori.

Parecer n® 111/2015 - Comissio de Etica no Uso de Animals

A Vice-coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais,
desta Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacdes feitas no protocalo
do projelo de pesquisa “Caracterizacio bioldgica de Casearia sylvaestris com
enfoqua na atividade anti-Helicobacter pylor®™, apresentado pela pde-
graduanda LARISSA SPOSITO, sob orientacdo da Professora Doutora Tais
Maria Bauab, do Departameanio de Ciéncias Bioldgicas desta Faculdada.

O relatério final do protocolo de pesguisa devera ser enfregue am
AGOSETO da 2016, em formuldrio para este fim.

Araraquara, 14 da DEZEMBRO de 2015.
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Profa Dra ALEXAMDRA IVO DE MEDEIROS
‘fice-coordenadora da CEUA
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