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RESUMO

OLIVEIRA, L. F. S. Prospeccdo de novos produtos naturais e sintéticos
bioativos com atividade antimicrobiana frente a Helicobacter pylori. 2010. 119 f.
Monografia de Conclusdo de Curso — Mestrado Profissional em Farmacia,
Universidade Bandeirante de Sao Paulo, S&o Paulo, 2010.

Helicobacter pylori € uma bactéria que infecta a mucosa gastrica causando gastrites,
Ulceras pépticas e com o tempo cancer, € considerada como a mais frequente
infecgdo crbnica que ocorre em humanos. O tratamento para a erradicagdo da
bactéria tem sido um grande desafio para os clinicos, porque é necessario encontrar
a combinacdo correta de antibioticos, além de manipular o pH gastrico na tentativa
de assegurar a erradicacdo e evitar o desenvolvimento da resisténcia bacteriana.
Devido aos altos indices de faléncias terapéuticas, existe a necessidade de se
investigar novos tratamento, a partir de extratos de plantas de uso medicinal popular
e alteracbes de compostos quimicos ja existentes. Neste trabalho foram avaliados
qualitativa e quantitativamente, a propolis vermelha e suas fracfes, extratos de
plantas, fracGes dos extratos de plantas e compostos isolados de diversas plantas
nativas da América Latina, e ainda compostos quimicos sintéticos modificados por
reacles de sintese organicas. Muitas das amostras testadas neste trabalho tiveram
excelentes resultados, porém existe ainda, a necessidade de se realizar mais

estudos para que possam ser incluidas no tratamento contra Helicobacter pylori.

Palavras-chave: Helicobacter pylori. Avaliacdo antimicrobiana. Compostos naturais e

sintéticos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. F. S. Prospecting of new natural products and synthetics
bioactives with antimicrobic activity before Helicobacter pylori. 2010, 119 f.
Monografia de Conclusdo de Curso — Mestrado Profissional em Farméacia,
Universidade Bandeirante de Sao Paulo, S&o Paulo, 2010.

Helicobacter pylori is a bacterium that infects the gastric mucos by causing gastrics,
peptic ulcer and cancer along the time, and it's considered as the most frequent
chronicle infection than occurs in human beings. The treatment for the eradication of
the bacterium has been a great challenge for physics, because it's necessary to find
out the proper combination of antibiotics and besides to manipulate the gastric pH in
the attempt of assuring the eradication and avoid the development of the bacterium
resistence. On account of high levels of therapeutic fails, there is a need of
investigating new treatments from the extract of plants of popular medical use and
changes of chemical compounds already existent. It were evaluated in this work
qualitative and quantitative the red propolis and its fractions, extract of plants, fraction
of extract of plants and isolated compounds from diverse native plants of Latin
America, and still chemical synthetic compounds modified by reactions of organic
synthesis. Many of the tested sample in this work had excellent results. However,
there is still the need of realizing more study for that they may be included in the

treatment against Helicobacter pylori.

Key-words: Helicobacter pylori. Antimicrobial evaluation. Natural and synthetic

compounds.
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| - INTRODUCAO

A infeccdo causada pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) na mucosa
gastrica é considerada como a mais frequente infeccdo crbnica que ocorre em
humanos. Estima-se que a metade da populacdo mundial esteja infectada por este
micro-organismo, tornando-o um dos principais agentes patogénicos da espécie
humana e destacando-o0 como um importante problema de saude publica.

Devido ao alto numero de pessoas infectadas com H. pylori no mundo, e a
possibilidade da evolucdo do quadro clinico de gastrites para Ulceras e carcinomas,
diversos estudos evidenciaram opcdes regionais de tratamento de erradicacao.
Entretanto, foram observados altos indices de faléncias terapéuticas nos
tratamentos utilizados, provocados tanto pelos efeitos colaterais que levavam a uma
interrupcdo precoce dos tratamentos, quanto ao aumento da quantidade de
bactérias H. pylori resistentes aos antibioticos utilizados. Por isso, métodos
alternativos de tratamento estdo sendo investigados por diversos grupos de
pesquisadores com a finalidade de desenvolver algumas alternativas mais
adequadas de tratamento, especialmente para aqueles casos de pacientes com
reincidéncia da infeccdo. A maior parte das recentes pesquisas avalia os extratos
vegetais de uso popular e alteracdes quimicas de compostos isolados conhecidos.
Estes estudos se baseiam nos conhecimentos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos,
bem como no desenvolvimento da fitoquimica, pois permitem que o0s principios
ativos com propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais e dos produtos
naturais utilizados durante centenas de anos pelos povos primitivos possam ser
estabelecidos, inclusive quanto aos mecanismos de acdo das substancias isoladas
destes produtos, auxiliando no processo de desenvolvimento de novos farmacos.

Neste sentido, este projeto avaliou qualitativa e quantitativamente a potencial
atividade anti-Helicobacter de extratos de plantas do Brasil, Argentina e Panama,
popularmente utilizadas em infusbes para tratamento de sintomas gastrointestinais.
Os compostos que apresentaram atividade anti-Helicobacter foram analisados em
ensaios in vitro para a quantificagéo desta atividade, com a finalidade de estabelecer
parametros de concentracao para ensaios posteriores de atividade antimicrobiana in

Vivo com camundongos.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste trabalho, optou-se por extender a revisdo bibliografica, com o objetivo de
enviar o trabalho para uma possivel publicacdo, em revista cientifica, de uma revisao

relacionada a Helicobacter pylori.

1 Micro-organismo

A bactéria, hoje conhecida como Helicobacter pylori, tem sido o objeto de
intensas pesquisas desde seu primeiro cultivo a partir de uma bidpsia gastrica
realizada em 1982. Desde o comeco, este micro-organismo tem provocado o
interesse de diversos profissionais da area da saude, entre médicos, farmacéuticos,
bidlogos e até pesquisadores na area da oncologia. A possibilidade de que uma
bactéria pudesse causar gastrites, Ulceras pépticas e com o tempo cancer, era um
conceito dificil de se aceitar. Entretanto, a evidéncia do envolvimento de um micro-
organismo no desenvolvimento de Ulceras em animais de experimentacédo ja era de
conhecimento dos pesquisadores desde o0 século XIX. A presenca de organismos
espiralados, conhecidos como espiroquetas, ja havia sido previamente informada em
1893. Ao redor de 1940, foram identificadas espiroquetas nas amostras gastricas
humanas, e a maioria parecia estar presente em pacientes com Ulceras gastricas.
Entretanto, o interesse dos pesquisadores em associar uma bactéria como o agente
causal de Ulcera diminuiu devido aos relatos da literatura da época que destacaram
uma provavel associacdo entre virus e Ulcera péptica. Steer renovou o interesse na
associacdo entre Ulcera e bactéria em 1975, mas falhou no isolamento e
identificacdo dos micro-organismos que observou, assumindo como contaminacao
do endoscépio.

Em 1984, Warren e Marshall relataram a presenca de uma bactéria espiralada
em pacientes com Ulceras pépticas e gastrites crénicas, evidenciando a similaridade
entre estes micro-organismos e 0 género Campylobacter, dando lhes a
denominacdo de Campylobacter Like Organism (CLO). Posteriormente o micro-
organismo recebeu a denominacdo de Campylobacter pyloridis, para logo depois ser
corrigido gramaticalmente para Campylobacter pylori. Trabalhos posteriores,

entretanto, evidenciaram diferencas bioquimicas e moleculares entre esta bactéria e
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0 género Campylobacter, e finalmente em 1989 foi reconhecida como um novo
género, Helicobacter. Assim, ao Helicobacter pylori, foram incluidos, no género, o
Helicobacter felis e o Helicobacter mustelae (HEATLEY, 1995), sendo que em 2009
o National Center for Biotecnology Information (NCBI) apresentam 42 espécies ja

confirmadas neste género.

1.1 Caracteristicas microbiologicas

O Helicobacter pylori € um bacilo espiral Gram negativo, de crescimento lento,
microaerofilico. Apresenta mobilidade pela presenca de flagelos unipolares, que
podem estar presentes na quantidade de quatro a seis, como demonstra a figura 1
(PETERSON; GRAHAM, 1998). Figura 1 — Imagem em microscopia eletrénica da

Helicobacter pylori.

Figura 1 - Imagem em microscopia eletrénica da Helicobacter pylori.
Fonte: Thompson, L. et al., 2001.
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Sua principal caracteristica bioquimica € a abundante producdo de enzima
urease, que tem um papel importante na fase inicial de colonizacdo do epitélio
gastrintestinal, jA que a mesma realiza a hidrélise da uréia, alterando deste modo o
pH da mucosa gastrica e tornando-a mais adequada para sua sobrevivéncia. Esta
enzima tornou-se um importante marcador da presenca do micro-organismo, sendo
utilizada em testes de diagndstico clinico (PETERSON; GRAHAM, 1998).

1.2 Morfologia

A bactéria pode ser encontrada em duas morfologias diferentes, a forma de
bacilo espiral e a forma cocéide. A forma espiral € considerada a forma ativa ou
viavel do micro-organismo, possuindo entre 3 a 5 um de comprimento e
aproximadamente 0,5 um de didmetro. Esta bactéria, em condicbes adversas nao
forma esporo, porém, podem sofrer alteracdes no citoesqueleto celular se
transformando em uma forma esférica ou cocdéide. Muita controvérsia existiu quanto
a importancia desta forma cocéide na sobrevivéncia e consequente transmissao
bacteriana, entretanto, atualmente existe um consenso de que, em um primeiro
momento de exposicdo a fatores adversos esta forma poderia propiciar um recurso
de sobrevivencia, mas devido a perda de DNA em uma etapa posterior, a
recuperacdo de uma forma de bacilo viavel seria pouco provavel, sendo portanto
considerada neste caso como morte bacteriana (NILIUS et al., 1993; KUSTERS et
al., 1997; MARAIS et al., 1999). A figura 2 demostra a transformacéo da bactéria, de

sua forma espiralada para forma cocdide.
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B - [
Figura 2 - Transformacao da forma espiralada em forma cocodide.
Fonte: Kusters, J. G. et al., 1997.

2 Epidemiologia

A infeccdo causada pela bactéria H. pylori na mucosa géstrica € considerada
como a mais frequente infecgdo crénica que ocorre em humanos (GRAHAM et al,
2000). Estimou-se que metade da populacdo mundial tenha sido infectada por esta
bactéria, tornando-a um dos principais patdégenos da espécie humana e destacando-
a como um importante problema de saude publica (IARC, 1994; ADHF, 1997). A
Tabela 1 apresenta dados da literatura com relacdo as doengas gastroduodenais

associadas com a infeccéo pela bactéria H. pylori.
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Tabela 1: Associacdo de H. pylori em pacientes com queixa dispéptica

N° de N° de
Diagndstico estudos  pacientes
revisados estudados Presencade H. pylori (%)
Dispepsia ndo-ulcerosa 9 1.293 51
Gastrite crdnica 15 1.411 83
: : B 4
Histologia Gastrica 15 569
normal 92
Ulcera duodenal 12 620
Ulcera géstrica 12 312 69

Fonte: FERNANDEZ, 1999.

As evidéncias experimentais e clinicas que permitiram o estabelecimento de uma
correlacao entre a presenca da bactéria e as doencas foram obtidas tanto de forma
direta quanto indireta. Como evidencia direta pode ser destacado o desenvolvimento
de gastrite em voluntarios humanos sadios que foram inoculados experimentalmente
com uma dose entre 3x10° e 10° da suspensdo bacteriana de H. pylori;
comprovando o observado, porém com acometimento crénico, em outros
experimentos envolvendo modelos animais. Em ambos os experimentos mostrou-se
gue a eliminacdo da infeccdo com a utilizacdo de terapias adequadas permitiu a
regressao da doenca (FERNANDEZ, 1999).

3 Prevaléncia

Apesar da incidéncia de infeccdo pelo H. pylori em cerca de metade da
populacdo mundial, a prevaléncia desta infeccdo apresenta variacdo, associada ao
desenvolvimento socio-econdmico regional. Notadamente, nos paises em
desenvolvimento, o numero de pessoas infectadas € muito superior ao detectado em
paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos e Europa, como exemplo, a taxa de
infeccdo oscila entre 10 a 40%, enquanto em paises como Brasil, Tailandia e india a
prevaléncia atinge entre 80 a 100% (HEATLEY, 1995; MITCHELL, 1999). As tabelas
2 e 3 representam a taxa de infeccao global e a prevaléncia H. pylori em paises em

desenvolvimento.
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Tabela 2 - Infeccao Global pelo Helicobacter pylori

Pais %
México, Américas Central e do Sul 70-90
Africa 70-90
Asia 50-80
Europa Oriental 70
Europa Ocidental 30-50
Estados Unidos e Canada 30
Australia 20

Fonte: WGO Practice Guidelines: Helicobacter pylori em paises em desenvolvimento, 2006.

Tabela 3 - Prevaléncia da Helicobacter pylori em paises em desenvolvimento

Regido e pais Adultos (> 21 a) (%) Criancas

Africa

Etidpia > 95 48% (2-4 a) a 80% (6 a)
Géambia > 95 95% (5 a)

Nigéria 91 82% (5-9 a)

Asia

Bangladesh > 90 58% (0-4 a) a 82% (8-9 a)
China 55 41% (3-12 a)

india 88 22% (0-4 a) a 87% (10-19 a)
Sibéria 85 30% (5 a) a 63% (15-20 a)
Sri Lanka 72 67% (6-19 a)
Oriente Médio

Eqgito 90 50% (3 a)
Jordania 82 -

Libia 94 50% (1-9 a) a 84% (10-19 a)
Arabia Saudita 80 40% (5-9 a)

Turquia 80 64% (6-17 a)
Ameérica Central

Guatemala 65 51% (5-10 a)

México - 43% (5-9 a)




Continuacéo da tabela 3

América do Sul

Bolivia - 54% (5 a)

Brasil 82 30% (6-8 a) a 78% (10-19 a)
Chile 72 36% (3-9 a)

Peru - 52% (3 a)

Legenda: a — idade em anos.
Fonte: WGO Practice Guidelines: Helicobacter pylori em paises em desenvolvimento, 2006. a — idade
em anos.

Alguns autores acreditam que a variacdo na prevaléncia da infeccdo em
diferentes populacfes esteja relacionada com a taxa de aquisicdo da bactéria, que
ocorre durante a infancia (FELDMAN et al., 1998).

Nos paises desenvolvidos, a infeccdo é relativamente rara em criancas, e é
adquirida em uma taxa constante de, aproximadamente, 0,5-2,0% ao ano,
alcancando a prevaléncia de 20-40% na populacdo adulta (ROWLAND; DRUMM,
1998). De modo complementar, Mitchell (1999) verificou que a taxa de infecgcdo em
criancas com idade inferior a 10 anos, nesses paises, varia de 0 a 5%. Por outro
lado, nos paises em desenvolvimento, o H. pylori € adquirido durante a primeira
infancia, e a prevaléncia da bactéria pode variar de 80 a 100%. Na China, por
exemplo, a taxa de infec¢do pode chegar a 70% entre os adolescentes; e na Nigéria,
a prevaléncia chega a 58% em criancas com um ano de idade, atingindo indice de
91% aos dez anos (THOMAS; PRETOLANI, 1994; ROWLAND; DRUMM, 1998;
TORRES et al., 2000).

Em paises desenvolvidos o aumento da relacdo prevaléncia da infeccdo com a
idade esta relacionada ao efeito coorte, pois a maioria das pessoas foi infectada na
infancia quando as condicGes sécio-econdmicas e de saneamento basico eram
piores. Este grupo de pessoas infectadas, obviamente, mudou de faixa etaria, e com
o passar do tempo as geragcdes mais jovens foram infectadas menos
freqientemente, devido a melhoria do saneamento basico (VAN DER ENDE et al.,
1997). A incidéncia da infeccao por H. pylori nos paises desenvolvidos é menor do
que a taxa detectada em paises em desenvolvimento, sugerindo que a situagao
sécio-econdmica realmente seja um fator determinante para a aquisicdo da infeccéo
(HEATLEY, 1995).
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No Brasil, um estudo realizado no estado do Mato Grosso mostrou uma alta taxa
de infeccéo pela H. pylori entre as criancas e adolescentes (77,5%), atingindo 84,7%
na populacdo adulta (SOUTO et al.,, 1998). Outro estudo, realizado em Belo
Horizonte, apresentou taxa de prevaléncia para esta bactéria de 34,1% em criancas
e 81,7% em adultos (OLIVEIRA et al., 1999). Posteriormente, Rodrigues et al. (2004)
verificaram em uma populacdo de baixa renda do Ceara que a prevaléncia do H.
pylori aumentava significantemente com a idade, com cerca de 35% das criancas ja
infectadas até os dois anos e indice de 74,5% de infeccdo em adolescentes de até

14 anos.

4 Transmissao

A maneira exata como a H. pylori € transmitida ainda € controversa. Embora a
transmissdo interpessoal seja a mais provavel, varios estudos nesta area ainda se
fazem necesséarios. Quanto a possiveis reservatorios naturais do H. pylori em
animais domeésticos, os estudos ja realizados descartam esta possibilidade (VAN
DER ENDE et al.,, 1997). Existem evidéncias que indicam para uma transmissao
oral-oral ou fecal-oral, sendo essa ultima mais comum em criancas de paises em
desenvolvimento. O fato da H. pylori possuir a capacidade de sobreviver por
determinado tempo no suco gastrico capacita, em teoria, 0 vomito como um possivel
meio de transmissdo entre pessoas, principalmente criancas (THOMAS;
PRETOLANI, 1994; HEATLEY, 1995). Alguns estudos também relataram a
ocorréncia da H.pylori em placas dentarias e em fezes, evidenciando a saliva e a
influéncia das condicdes sanitarias, respectivamente, como possiveis fatores de
transmissdo (CELLINI et al., 1994; THOMAS; PRETOLANI, 1994; HEATLEY, 1995).

4.1 Fonte de Infeccéo

Apesar do grande avanco no conhecimento de diversos aspectos relacionados
com a fisiopatologia associada com esta bactéria, muitas questdes ainda néo foram
respondidas em relagcdo aos mecanismos exatos de transmissdo. A alta incidéncia
de infeccdo no mundo antes do inicio das terapias de erradicacdo e a associacao

com o status soOcio-econbmico, em especial relacionado com a presenca de

22



saneamento basico, familias numerosas e com habitos comportamentais
caracterizados por muito contato associado com pouca higiene, sugerem alguns

caminhos sem, entretanto, excluir outras possibilidades (PAJARES, 1995).

4.1.1 Animais como reservatorios de Helicobacter pylori

A possibilidade da infeccado pela H. pylori poder ser transmitida para o homem
através de hospedeiros intermediarios, como 0s animais domésticos, surgiu da
publicacdo de dois estudos que mostraram uma prevaléncia maior de infec¢cao por
H. pylori em pastores e outros trabalhadores da pecuaria, quando comparados com
a prevaléncia em individuos que nao tinham contato com os animais (MORRIS et al.,
1986; VAIRA et al., 1988). Esta sugestao, entretanto, foi posteriormente questionada
por alguns pesquisadores que argumentaram a possibilidade do aumento da
prevaléncia soroldgica nestes trabalhadores poder ter ocorrido por uma reatividade
cruzada entre os anticorpos para a H. pylori e de outros micro-organismos
gastrointestinais geneticamente aparentados, como Campylobacter jejuni
(MITCHELL, 1993; FOX, 1995). Dore e colaboradores (1999), entretanto, relataram
uma associacao positiva entre a prevaléncia da H. pylori em pastores e em seus
rebanhos de ovinos e os proprios caes. Neste estudo, 98% dos pastores
apresentaram positividade para a infeccdo por H. pylori, uma prevaléncia
significativamente mais elevada que entre os préprios familiares, que nao
mantinham contato regular com os ovinos (73%) e doadores de sangue da regiao
(43%). Esses autores concluiram que o ciclo de infeccéo pela H. pylori poderia, em
determinadas circunstancias, incluir etapas nos animais domésticos de pessoas
infectadas (DORE et al.,1999).

Em outros estudos soroepidemiologicos foram analisadas as possiveis
associacfes entre animais domeésticos e a prevaléncia da H. pylori nestes e nos
humanos que mantém uma maior proximidade sem, entretanto, ser possivel
comprovar esta hipotese de forma conclusiva (WEBB et al., 1994; ANSORG et al.,
1995; SATHAR et al., 1997; BODE et al., 1998).
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4.1.2 Reservatorios de agua como fonte de transmiss@o de Helicobacter

pylori

Um dos primeiros estudos que sugeriram reservatorios de agua potavel como
possivel fonte de infeccao pela H. pylori, publicado por Klein e colaboradores (1991),
foi realizado com criancas peruanas que obtiam &gua a partir de pogos externos de
abastecimento. Estas criancas apresentaram uma prevaléncia de infeccdo trés
vezes maior que em criangas cujas casas possuiam uma fonte de abastecimento de
agua interna, de uma central de tratamento. Entretanto neste e em estudos
posteriores 0s autores ndo obtiveram sucesso nas tentativas de cultivo bacteriano,
sendo os resultados apresentados baseados na deteccdo da presenca da bactéria
através de métodos moleculares de amplificacdo de DNA. Este aspecto levou o0s
pesquisadores a contradizerem esta associagdo por argumentarem que a presenca
de fragmentos de DNA em reservatorios de dgua ndo seria suficiente para provar a
existéncia de formas viaveis a colonizacdo humana (HULTEN et al., 1996). Outros
estudos realizados em Bangladesh e Coréia também ndo obtiveram sucesso na
tentativa de associar a transmissdo da infeccdo pela H. pylori e uma fonte de
abastecimento de 4gua (CLEMENS et al., 1996; MALATY et al., 1996). A presenca
de fragmentos especificos de DNA de H. pylori em nascentes de agua foi relatada
por diversos estudos (HULTEN et al., 1996; SASAKI et al., 1999). Na Suécia, por
exemplo, Hulten e colaboradores (1996) demonstraram que 9 de um total de 24
pocos particulares, 3 entre 25 pocos municipais e 3 de 25 amostras de aguas
residuais foram positivas para H. pylori.

As tentativas de cultivo da H. pylori a partir de amostras de agua tém-se revelado
infrutiferas. Uma das possiveis raz6es pode estar relacionada com o fato da H.
pylori, quando exposta a condicdes ambientais adversas adquirir uma forma viavel,
mas nao cultivavel, a forma cocoide (BODE et al., 1993). A controvérsia ja é antiga e
diversos estudos relataram a elucidacdo da participagdo da forma cocoide como
fundamental para a elucidagcdo do mecanismo exato de transmissdo (EATON et al.,
1995; KUSTERS et al., 1997; FAN et al., 1998; ENROTH et al., 1999; VELAZQUEZ,;
FEIRTAG, 1999). Embora estudos preliminares indicassem que a forma cocoide de
H. pylori seria metabolicamente ativa, pesquisas posteriores sugeriram que nao

seriam formas viaveis, porém latentes, representando as etapas iniciais de morte
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bacteriana (KUSTERS et al., 1997).

4.2 Transmissao fecal-oral

Em 1994 foi publicado o primeiro trabalho sobre o isolamento de H. pylori a partir
de amostras de fezes humanas. Nesse estudo, Thomas e Pretolani (1994)
descreveram o isolamento de H. pylori em fezes de criangas e adultos infectados em
Gambia (Africa). Dois anos mais tarde, KELLY e colaboradores (1994) também
isolaram esta bactéria em fezes de individuos dispépticos infectados. Estudos
posteriores, entretanto, monstraram que a H. pylori aparentemente ndo possui
capacidade de adaptacdo para tecidos intestinais, o que dificultaria a sobrevivéncia
deste micro-organismo ao se utilizar desta via de transmissédo, além da influéncia
letal da bile, sugerindo que esta transmissdo, se possivel, deva ser incomum
(MITCHELL et al., 1992).

Mapstone e colaboradores (1993) e Russo e colaboradores (1999) descreveram
a presenca de DNA da H. pylori em um ndmero elevado de amostras de fezes de
seres humanos contaminados (89,6% e 95,6%, respectivamente). Por outro lado,
Namavar e colaboradores (1995), observaram um nimero bem menor (7%) de DNA
desta bactéria em fezes de outras amostras analisadas. Ainda assim, a deteccéo do
material genético da H. pylori em fezes humanas néo significa, necessariamente,
gque a bactéria esteja viavel e apresente a capacidade de colonizar um novo
hospedeiro (MITCHELL, 1999; DELTENRE; KOSTER, 2000). Porém, se
considerarmos a possibilidade da H. pylori ser transmitida via fecal-oral, muito
provavelmente a agua seria 0 meio de propagacdo. Em um estudo epidemioldgico
sobre o0 modo de transmissdo de H. pylori em criangas peruanas, Klein e
colaboradores (1991) propuseram uma associacdo entre a prevaléncia do micro-
organismo e a agua potavel. Adicionalmente, Hopkins e colaboradores (1993)
sugeriram que a contaminagdo na agricultura, por meio da utilizacdo de agua
contaminada na irrigacdo das lavouras, seguida do consumo de frutas e vegetais
nado cozidos poderia ser um modo de transmissdo da Helicobacter pylori
(MITCHELL, 1999; DELTENRE; KOSTER, 2000).
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4.3 Transmissao oral-oral

Alguns trabalhos apontam para a possibilidade da H. pylori permanecer ou
transitar pela area bucal, na placa dental ou mesmo na saliva. Além disso, ja foi
estabelecida a capacidade desta bactéria sobreviver algum tempo no suco gastrico,
0 gque por si s é suficiente para sugerir a possibilidade da transmisséo pela via oral-
oral (MITCHELL 1999; DELTENRE; KOSTER, 2000).

Em apoio a esta hipdtese, Varoli e colaboradores (1991) e Mitchell (1999)
mostraram evidencias de que o vomito e o refluxo esofagico podem ser
considerados como meio de propagacdo do micro-organismo, pois verificaram que
58% dos pacientes infectados apresentaram H. pylori no suco gastrico. Desse modo,
sugere-se uma possivel transmissdo gastro-oral, que ocorreria nos momentos em
que um individuo entrasse em contato com vomito contaminado, fato muito comum
na infancia (AXON, 1995; MITCHELL, 1992).

Em alguns estudos sobre a possibilidade de transmissao da H. pylori por via oral,
Krajden e colaboradores (1989) e Cellini e colaboradores (1995) conseguiram isolar
algumas bactérias de placa dentéria de pacientes positivos ao micro-organismo.
Posteriormente, Desai e colaboradores (1991) em um estudo com pacientes
dispépticos da india, detectaram cerca de 98% de H. pylori em amostras de placa
dental. Estes estudos, entretanto, tiveram a metodologia utilizada criticada, pois a
presenca da bactéria foi analisada através do teste da urease, que néo € especifico
para esta bactéria, possibilitando a ocorréncia de falsos positivos devido a presenca
de outras bactérias da microbiota oral produtoras desta enzima (MITCHELL, 1999).
Mesmo assim, estes dados sugerem a possibilidade de transmissédo oral-oral ou
gastro-oral por esta bactéria (DELTENRE; KOSTER, 2000).

4.3 Transmissao gastro—oral

Alguns estudos demonstraram a possibilidade da transmissdo da H. pylori
através do contato com secrecOes gastricas. Nestes estudos foi verificada a
presenca da H. pylori, através de PCR e cultivo, em vémito induzido de pacientes
infectados (PARSONNET; SHMNUELY; HAGGERTY, 1999). Estes autores

sugeriram que a transmissao através dos vomitos poderia ter grande importancia na
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infeccdo infantil, principalmente em paises em desenvolvimento onde as condutas
de higiene sao inadequadas e as criangcas apresentam comportamento de
aglomeracao elevado, principalmente em creches e familias numerosas.

Outra possibilidade de transmissédo gastro-oral poderia ocorrer através de tubos
endoscépicos e de pingas de biopsias mal desinfectadas. Alguns estudos,
entretanto, avaliaram a eficiéncia da desinfeccdo de endoscopios pelos
procedimentos recomendados, e concluiu-se que os métodos de desinfeccdo sao
eficientes, caso sejam respeitadas todas as etapas do procedimento de desinfeccéo
(NURNBERG et al. 2003; GODOQY et al, 2003).

5 Fatores de risco

Diversos estudos foram realizados nas Gltimas décadas na tentativa de identificar
0S aspectos mais importantes para a transmissao da infec¢cao por H. pylori. Apesar
das surpreendentes dificuldades em elucidar o mecanismo de transmissao com 0s
recursos tecnolégicos de investigacdo que os pesquisadores dispdem atualmente,
parece certo que o status socioecondmico baixo, familias numerosas com muitas
criancas que dividem o mesmo quarto e, as vezes, a mesma cama, e habitos
comportamentais como o de algumas mées provarem o alimento antes de alimentar
as criancas sdo aspectos associados com o aumento de infeccdo em seres
humanos (MALATY et al., 1998).

5.1 Status socioecondmico

Diversos estudos tém demonstrado que o status soécio-econdmico de uma
populacdo, especialmente para as criancas, é considerado como um fator
determinante para a infeccdo por H. pylori (MALATY; GRAHAM, 1994; VAN
ZANTEN, 1995; MURRAY et al., 1997; ROTHENBACHER et al., 1997).

Baixos niveis de saneamento béasico foram associados com o aumento da
prevaléncia de infeccdo por H. pylori (AL-MOAGEL et al., 1990; PEREZ-PEREZ et
al., 1990; MENDALL et al., 1992), em especial, a falta de agua canalizada em casas
durante a infancia (MENDALL et al., 1992). Curiosamente, soldados irlandeses

expostos a condi¢des de vida e de saneamento basico deficientes por 6 meses nao
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mostraram qualquer mudanca significativa na prevaléncia de infec¢cdo por H. pylori,
sugerindo que, por motivos ainda desconhecidos, haja uma maior facilidade em se
adquirir esta infeccdo durante a infancia (BASSO et al., 1994). Habitos culturais e
comportamentais também s&o de fundamental importancia, tanto em paises em
desenvolvimento quanto em algumas populacdes de paises desenvolvidos
(TORRES et al., 1998; OLMOS et al., 2000).

5.2 Predisposicao genética

Até o momento, existem poucos estudos que tenham analisado o papel da
predisposi¢cao genética em relacdo a infeccdo por H. pylori. Em uma tentativa para
analisar a importancia de fatores genéticos sobre a aquisicdo de infec¢do por H.
pylori, Malaty e colaboradores (1994) compararam a seroprevaléncia de infec¢ao por
H. pylori em 100 e 169 gémeos monozigoticos criados juntos e criados separados.
Os resultados deste estudo demonstraram um coeficiente de correlacdo de
aproximadamente 0,66 para a importancia relativa da predisposicdo genética para a
aquisicao da infeccdo por H. pylori, sendo os valores complementares relacionados
com fatores ambientais (20%) e ndo ambientais (23%). Como resultado deste
estudo, os autores concluiram que efeitos genéticos influenciam a aquisicdo da

infecgao por H. pylori.

6 Patogenicidade

6.1 Fatores de colonizacao

A sobrevivéncia da H. pylori no ambiente gastrico pode ser atribuida ao
desenvolvimento de algumas caracteristicas, sendo a mais importante delas a
capacidade de colonizar a superficie deste epitélio, logo abaixo da camada do muco
(MCGOWAN et al., 1996). Os mecanismos de colonizacdo desta bactéria, de
maneira geral, seguem trés passos: penetracdo, ajuste ao meio e aderéncia
(BEACHEY, 1981).

Os fatores de penetracdo sdo aqueles que possibilitam a infec¢cdo da bactéria no

organismo. Sao a sua forma espiralada e a presenca de cinco ou seis flagelos
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unipolares que permitem que a H. pylori se movimente rapidamente da luz do
estbmago, onde o pH é muito acido, até uma area onde o pH seja menos &cido,
podendo assim tornar este ambiente nas condicbes de pH neutro favoraveis para
seu crescimento. Seus flagelos sdo compostos por subunidades de flagelina e
cobertos por uma dupla camada de fosfolipideos que tém como finalidade protegé-
los da acidez gastrica (SUERBAUM et al., 1993; MARAIS et al., 1999).

A H. pylori é caracterizada bioquimicamente por sua alta taxa de producédo de
urease, e esta € uma enzima essencial para a sua colonizacdo, pois favorece seu
ajuste ao meio. O papel desta é hidrolisar a uréia da mucosa gastrica,
transformando-a em dioxido de carbono e aménia, a qual tampona a acidez gastrica
e otimiza o pH ao redor da bactéria permitindo, assim, o crescimento bacteriano
(MCGOWAN et al., 1996). A transformacéo da uréia em amonia também funciona
como fonte de nitrogénio para a sintese de proteinas, necessarias para a aderéncia
bacteriana (EATON; KRAKOWA, 1995).

Outra enzima que exerce um papel importante na colonizacédo é a catalase, que
protege a bactéria contra os efeitos danosos dos metabdlitos de peréxido de
hidrogénio produzidos pelos neutréfilos, permitindo assim a sobrevivéncia da
bactéria na superficie da mucosa géstrica inflamada (PAJARES, 1995; MCGOWAN
et al., 1996).

7 Doencas associadas

A presenca da H. pylori esta associada a diversas doencas, tais como gastrite
crdnica, Ulcera péptica, linfoma MALT (Mucosa Associated Limphoid Tissue) e o
cancer gastrico. A diversidade sintomatica parece estar ligada as caracteristicas
genéticas bacterianas, além de fatores genéticos do hospedeiro, que juntamente
com fatores ambientais, como uma dieta inadequada e a administracéo continua de
alguns medicamentos como os anti-inflamatérios ndo esteroidais influenciam o tipo
de doenca associada com a infeccdo. (MOBLEY, 1997; VAN DOORN et al., 1997;
MARAIS et al., 1999).
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7.1 Refluxo gastroesoféagico

Um dos aspectos mais controversos e de grande interesse atual é o papel de H.
pylori na doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE).

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico € uma das mais frequentes queixas
dispépticas na pratica médica. A enfermidade agrupa sob a mesma denominacao
apresentacoes clinicas tdo distintas como a pirose ocasional, a tosse cronica e a
asma refrataria e, no plano diagnostico, condicbes endoscépicas muito variadas,
como, de um lado, a auséncia de lesdo e, de outro, a presenca de complicacdes
importantes, como o esofago de Barrett (BLASER, 1998).

Um conceito emergente € o de que a H. pylori possa apresentar-se ndo s6 como
comensal, mas também com uma relacdo simbidtica com o homem.
Inicialmente, estudos publicados mostraram uma incidéncia significativamente
menor de infeccao pela H. pylori em pacientes com esofagite de refluxo do que em
grupos controle (HACKELSBERGER, 1997; BLASER, 1998). Além disso, observou-
se que pacientes infectados com cepas cagA® (marcador genético para
patogenicidade tipo 1) apresentavam DRGE menos severa, assim como menor
incidéncia de esbfago de Barrett e de adenocarcinoma de es6fago distal do que os
nao infectados. Outros estudos, ainda, mostraram um aumento na prevaléncia de
esofagite erosiva apés a erradicacdo do H. pylori. Labenz e Malfertheiner (1997) em
estudo prospectivo demonstraram que aproximadamente 25% dos pacientes
ulcerosos duodenais que tiveram a H. pylori erradicada desenvolveram esofagite
erosiva em um periodo de 3 anos ap0s a erradicacdo. Estes estudos iniciais
geraram uma polémica quanto a um possivel papel protetor da H. pylori em algumas
situacdes relacionadas com DRGE.

Nas ultimas décadas também foi observada uma diminuicdo da prevaléncia de
infeccdo por H. pylori devido ao tratamento de erradicacdo com antibiéticos,
associado a um aumento da incidéncia de DRGE nos paises em desenvolvimento
(EL SERAG; SONNENBERG, 1998). Alguns estudos continuaram demonstrando
que a erradicacdo de H. pylori em pacientes com ulcera duodenal poderia provocar
DRGE (FELDMAN et al., 1999; FALLONE et al., 2000). Estes resultados, entretanto,
nao foram confirmados por outros pesquisadores (TEFERA et al., 1999; VAKIL et al.,

2000). Resultados conflitantes também foram observados em estudos que avaliaram
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a associacdo entre a DRGE e a infec¢cdo por H. pylori. Em alguns, os indices de
infeccdo por H. pylori foram menores em pacientes com DRGE do que na populacao
controle (KOIKE et al., 2001), enquanto em outros a prevaléncia da infec¢céo por H.
pylori foi semelhante (NEWTON et al.,1997; TEFERA et al., 1999) ou mesmo maior
(MANES et al., 1999).

Pacientes colonizados por linhagens cagA® costumam apresentar inflamagéo
gastrica mais grave (BLASER et al.,, 1995; QUEIROZ et al., 1998) o que pode
explicar o menor nivel de producdo de acido e o aumento da protecdo contra a
DRGE. De fato, recentemente foram publicados estudos associando fatores de
viruléncia bacterianos com protecado contra lesbes mais severas de DRGE, como
carcinoma distal de eséfago ou eséfago de Barrett (VICARI et al., 1998). Entretanto,
variaveis como o numero de pacientes incluidos, a sensibilidade dos métodos de
determinacdo da infeccdo pela bactéria, ou mesmo as diferencas entre as
populacfes estudadas reforcam a necessidade de novos estudos que, além destes
aspectos, considerem o local da infec¢ao pela bactéria no estbmago, a capacidade
de expressdo dos fatores de viruléncia que podem servir como marcadores
genéticos e a relacdo da erradicacao bacteriana com a alteracdo do pH gastrico e o
efeito no es6fago de pacientes suscetiveis (VICARI et al., 1998).

Um método diagnéstico empregado para avaliar e diagnosticar a DRGE €é a
pHmetria esofagica por 24 horas. Este método, além de altamente sensivel e
especifico, tem como vantagens a possibilidade de relacionar eventos como apnéia,
crises de broncoespasmo, dor retroesternal, tosse, mudancas de posicao,
irritabilidade e distarbio do sono com presenca de refluxo gastroesofagico (RGE).
Esta técnica permite identificar também diversos parametros, tais como, niamero de
episodios de RGE por 24hs, nimero de RGE com duracdo superior a 5 minutos,
duracéo do refluxo mais longo e tempo total de RGE, considerando a porcentagem
do tempo decorrido com pH inferior a 4 (FLORA-FILHO et al.,2000).

O exame endoscopico é, geralmente, o0 método de escolha para o diagndstico
das lesdes causadas pelo refluxo gastroesofagico, permitindo avaliar a gravidade da
esofagite e realizar biopsias onde e quando necessario. Sao consideradas
consequéncias do refluxo gastroesofagico as erosdes, Ulceras, estenose péptica e
esbfago de Barrett (ARMSTRONG, 1996; LUNDELL et al., 1999).
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A existéncia de varias classificacdes endoscépicas que se baseiam nos graus de
esofagite demonstra a dificuldade em se uniformizar diagnésticos e,
consequentemente, em comparar 0s resultados dos diferentes estudos. As
classificagbes mais empregadas sdo a de Savary-Miller modificada (Tabela 4) e,
mais recentemente, a de Los Angeles (LUNDELL et al., 1999) (Tabela 5). No Brasil a
classificagdo de Los Angeles foi recomendada como preferencial pelo | Consenso

Brasileiro de Doencas do refluxo gastroesofagico.

Tabela 4 - Classificagdo endoscopica de Savary-Miller modificada

Grau Achado

0 Normal
Uma ou mais erosdes lineares ou ovaladas em uma Unica
prega longitudinal

2 Vérias erosfes situadas em mais de uma prega longitudinal,
confluente ou ndo, mas que ndo ocupam toda a circunferéncia
do esofago

3 Erosdes confluentes que se estendem por toda a
circunferéncia do eséfago

4 Lesbes cronicas: Ulceras e estenose, isoladas ou associadas
as lesées nosgraus 1 e 3

5 Epitélio colunar em continuidade com a linha Z: circunferencial
ou nao, de extensao variavel, associado ou nao a lesbes de 1
a4

Fonte: LUNDELL et al., 1999

32



Tabela 5 - Classificagdo endoscopica de Los Angeles

Grau Achado
A Uma ou mais erosdes menores do que 5 mm
B Uma ou mais erosdes maiores do que 5 mm em sua maior

extensdo, ndo continuas entre os apices de duas pregas
esofagicas

C Erosdes continuas (ou convergentes) entre os apices de pelo
menos duas pregas, envolvendo menos que 75% do 6rgao

D Erosbes ocupando pelo menos 75% da circunferéncia do

orgao

Fonte: LUNDELL et al., 1999

7.2 Gastrite

A gastrite causada pela H. pylori € uma das formas mais comuns de gastrites. As
gastrites podem ser classificadas como agudas ou crbénicas, de acordo com
caracteristicas sintomatoldgicas e inflamatorias diferenciais.

A forma aguda ocorre quando o individuo tem sua primeira infeccdo pela H.
pylori, ocorrendo no processo inflamatério uma infiltragcdo caracteristica de
neutréfilos e eosindfilos na lamina propria, edema, congestdo e re-epitelizacédo
celular, caracteristicos de uma defesa inata do sistema imune. Geralmente, nesta
fase, os pacientes sdo assintomaticos, podendo ocorrer desconforto gastrico, dor
epigastrica, nduseas e vomitos em alguns casos (CRABTREE, 1994).

A fase aguda € normalmente de curta duragdo. Em uma minoria de pessoas
infectadas, e especialmente na infancia, o0os micro-organismos podem ser
erradicados espontaneamente, pelo sistema de defesa inato. Na maioria, porém, a
resposta imune ndo consegue eliminar a infeccdo e ao longo das proximas 3 ou 4
semanas ocorre uma concentracdo gradual e constante de células inflamatorias que
predominam em um exame histolégico de bidpsia gastrica. Como consequéncia, o
diagnéstico de uma gastrite aguda neutrofilica evolui para uma gastrite cronica ativa
(SOBALA et al., 1991).

Na forma crénica, a inflamacéo gastrica de longa duracado induzida pela H. pylori
evolui frequentemente para uma gastrite atréfica, que € considerada a primeira

etapa importante na histogénese do cancer gastrico. A distribuicdo da bactéria na
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mucosa gastrica pode ser homogénea, uma pangastrite, que em parte dos pacientes
se desenvolve para uma metaplasia intestinal (CASSARO et al., 2000). Quando
ocorre uma atrofia de uma grande parte do corpo gastrico, o quadro evolui para uma
hiposecrecédo de acido e niveis diminuidos de pepsinogénio. Esta baixa acidez do
suco gastrico facilitaria a colonizacdo do estbmago por outra bactéria, que poderia
promover a formacdo de fatores carcinogénicos como, por exemplo, compostos
nitrogenados, associados com a metilacdo do DNA celular. Este comportamento é
muito importante, pois foi observado que na gastrite cronica atrofica ocorre um
aumento na proliferagdo das células epiteliais da mucosa, e como consequéncia, a
presenca de células relativamente imaturas nas glandulas géastricas. (CASSARO et
al., 2000)

7.3 Ulcera

A infeccdo pela H. Pylori € um fator importante na etiologia da doenca ulcerosa
péptica (COHEN, 2000). Sua associacao é mais evidente com a Ulcera duodenal do
que com a gastrica e acredita-se que 0 mecanismo de leséo seja diferente nestas
duas localizagoes.

Nas Ulceras duodenais a colonizacdo bacteriana e a gastrite associada
predominam no antro. Desta atividade inflamatoria resulta a producéo de citocinas,
como o fator de necrose tumoral e interleucina 8, que influenciam a liberacdo de
somatostatina e gastrina pelas células D (células secretoras de somatostatina) e G
(células secretoras de gastrina). Além disto, a alta concentracdo de amonia
resultante da acdo da urease produzida pelo micro-organismo, reduz a sensibilidade
das células D antrais ao acido, reduzindo o efeito inibitério sobre a liberacdo de
gastrina. A consequéncia de tais alteracbes € a hipersecrecdo de acido pelo
estbmago, achado quase universal, nos pacientes com Uulceras duodenais ou
duodenites (EL-OMAR et al., 1995; BEALES et al., 1997).

A infeccdo também estd associada a uma reducdo na secrecao de bicarbonato
no duodeno. Este fator, associado ao aumento da acidez que extravasa pelo piloro e
atinge o duodeno, é um importante fator associado com o desenvolvimento de
metaplasia gastrica. A H. pylori € capaz de colonizar estas areas de metaplasia no

duodeno, agora com caracteristicas gastricas, levando a uma duodenite com

34



prejuizo para a integridade da mucosa e, eventualmente, o desenvolvimento de
Ulceras (HOGAN et al. 1996). Existem cepas da bactéria que provavelmente
induzem a um maior risco de lesdes duodenais. Dentre elas, a presenca do gene
cagA e da variantes sla/ml do gene vacA parecem ser as mais relevantes, mas o
mecanismo de leséo a eles relacionados nao esta totalmente esclarecido (SEGAL et
al., 1999).

Nos pacientes com Ulceras géstricas, a gastrite associada a H. pylori € do tipo
difusa ou predominante no corpo. A inflamacéo desta regido, onde se concentram as
células parietais, leva a uma reducao da secrecdo acida. Alteragbes genéticas do
hospedeiro como polimorfismo do gene IL-13 aumentam a resposta de citocinas a
infeccdo, levando a um maior risco de atrofia, Ulcera e cancer. A colonizacdo € mais
evidente na transicdo entre antro e corpo e € nesta regido que predominam as
Ulceras gastricas (UEMURA et al., 2001).

7.4 Linfoma MALT

Em 1992, Stolde correlacionou o Linfoma MALT do estdbmago com a presenca da
H. pylori. O tecido linfoide ndo é encontrado em estdmago normal e 0 seu
aparecimento se deve, na maioria das vezes, a infeccdo por H. pylori (GENTA et al.,
1993). Hussel e colaboradores em 1993, estudaram a resposta imunoldgica do
Linfoma MALT de baixo grau in vitro, quando exposto a H. pylori, e observaram uma
proliferacdo de linfécitos T especificos e, posteriormente, aumento de
imunoglobulina no tumor e liberacdo de interleucina 2. Com a publicacdo dos
primeiros estudos epidemiolégicos demonstrou-se a ligacdo e o0s riscos de
desenvolvimento de linfoma géstrico nos portadores da bactéria (PARSONNET et
al., 1994).

Diversas evidéncias sugerem uma ligacao entre a gastrite crénica devido ao H.
pylori e o Linfoma Gastrico Primario do tipo MALT. Entre eles pode-se destacar a
resposta imunologica cronica com formacdo de foliculos linfoides no estdmago
associada com a infeccéo pela H. pylori (HUSSEL et al., 1993), a presenca de micro-
organismos na mucosa gastrica de praticamente todos os casos, e a regressao do
linfoma MALT de baixo grau apds a erradicacdo da H. pylori (GENTA et al., 1993;
HUSSEL et al., 1993; AHMAD et al., 2003).
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Em 1993, Wotherspoon e colaboradores, publicaram uma proposta de
ordenamento dos sintomas evolutivos provocados pela H. pylori e o
desenvolvimento de Linfoma MALT, com indices de 0 a 5 em ordem de gravidade,
descrito a seguir:

0 — Normal

1 — Gastrite cronica ativa

2 — Gastrite cronica ativa com foliculos linféides

3 — Infiltrado linféide suspeito, provavel reacao

4 — Infiltrado linféide suspeito, provavel linfoma

5 — Linfoma MALT.

Neste processo evolutivo, a infeccdo por H. pylori estimularia a producao de
interleucinas pela mucosa, levando a ativacdo de neutrofilos e, em sequéncia, a
producédo de radicais livres de oxigénio induzindo alteragcdes do DNA por bloqueios
nos mecanismos de reparacao dos mesmo (ROLLISON et al., 2003).

7.5 Cancer géastrico

Marshall e Warren em 1984 foram os primeiros a postular uma relagdo casual
entre a H. pylori e o cancer gastrico. Esta associacao foi posteriormente confirmada
por trabalhos retrospectivos, associacfes epidemiologicas, sendo a bactéria
reconhecida em 1994 pela Agencia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
como um agente carcinogénico tipo 1(IARC, 1994).

Na maioria dos casos, a gastrite cronica precede a formacéo de cancer gastrico.
Uma grande porcdo de tumores clinicos ocorre em conexdo com formas avancadas
de gastrite crbnica, como por exemplo, a gastrite cronica atrofica acentuada e a
metaplasia intestinal extensa (SIPPONEN et al., 1998).

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia de carcinoma gastrico vem decrescendo
acentuadamente. Esta queda tem relacdo evidente com as alteragbes de
alimentacdo, higiene, medidas sanitarias e o conseqiiente decréscimo na taxa de
prevaléncia da H. pylori (SIPPONEN et al., 1998; AXON, 2002).

Em 1965, Lauren classificou o cancer gastrico em dois subtipos, 0s quais
apresentam aspectos epidemiolégicos, etioldgicos e progndésticos diferentes: a forma

difusa e a forma intestinal (LAUREN, 1965). A forma intestinal € a mais comum e
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caracteriza-se pela formagéo de estruturas tubulares semelhantes a glandulas, que
mimetizam as glandulas intestinais. Esta forma de céncer desenvolve-se como
conseqUéncia da gastrite cronica atrofica, via metaplasia glandular e displasia
(HOUGHTON; WANG, 2005). A forma difusa € menos diferenciada, formada por
células pequenas, pouco coesivas. S80 tumores mais agressivos, infiltram-se por
todo o estbmago e ndo apresentam estruturas glandulares. O cancer se desenvolve
no estdmago seguindo a inflamacao crénica sem passar pelas etapas intermediarias
de gastrite atréfica ou metaplasia intestinal. A gravidade da inflamacdo da mucosa e
as caracteristicas do hospedeiro podem induzir diretamente eventos mutagénicos
que por fim, induzem ao cancer (NARDONE et al., 2004).

Estudos indicam que ambas as formas de cancer gastrico estdo fortemente
associadas a infeccdo pela H. pylori (PETERSON, 2002). Portanto, mesmo que
sejam caracterizados por diferentes caminhos fisiopatologicos, a participacdo da
infeccdo pela bactéria é um fator importante. A infec¢do pela H. pylori aumenta em
duas a trés vezes o risco para 0 cancer gastrico em estudos que compararam com
grupos controles de pacientes com cancer gastrico sem a infecgdo (HUANG; HUNT,
2000). Em pacientes com gastrite predominantemente de antro, uma condi¢ao
estreitamente associada a Ulcera duodenal, o risco relativo para adquirir o cancer
gastrico relacionado a H. pylori é muito baixo, embora a infeccdo possa causar
ambas as patologias. Por outro lado, pacientes com Ulcera gastrica, com pangastrite
ou gastrite predominante de corpo e hipocloridria tém maior propensdo de
apresentar cancer gastrico relacionado ao H. pylori. Além disso, a presenca do
marcador genético cagA aumenta significativamente o risco de cancer gastrico.
(HUANG et al., 2003)

8 Fatores de viruléncia

Além dos fatores de colonizagdo anteriormente mencionados, a H. pylori, assim
como outras bactérias patogénicas, causam danos aos tecidos através da liberacédo
de toxinas. Na década passada, foram identificados alguns genes do H. pylori
relacionados ao desenvolvimento de doencas géastricas (BLASER et al., 1995;
XIANG et al., 1995; BLASER, 1997).
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Primeiramente foi descrita uma citotoxina com capacidade de produzir vacuolos
(VacA). Esta proteina é codificada pelo gene vacA, que € encontrado em todas as
linhagens de H. pylori. Entretanto, cerca de 50% das cepas produzem a citotoxina
ativa, capaz de induzir a vacuolizacdo em células eucariontes (COVER; BLASER,
1992; COVER et al., 1994; ATHERTON et al., 1995).

Outra proteina associada com as manifestacdes clinicas € o antigeno de
superficie CagA, codificado pelo gene cagA. Este ndo esti presente em todas as
linhagens de H. pylori, sendo considerado como marcador para presenca da ilha de
patogenicidade (cag PAI), que € uma sequéncia de 40 genes que se posicionam
proximos no cromossomo bacteriano, responsaveis pela construcdo de uma
estrutura protéica complexa associada com a secrecdo de proteinas para o exterior
da célula bacteriana, incluindo algumas toxinas (VAN DOORN et al., 1998). As
cepas de H. pylori cagA positivo (cagA+), chamadas de tipo 1, parecem ser mais
prevalentes em pacientes com Ulceras pépticas quando comparadas a pacientes
com gastrite. Recentemente, alguns genes também estdo sendo relacionados a
ulceracbes, como é o caso do cagE, também presente na cag PAI, e o gene iceA.
(FALLONE et al., 2000; VAN DOORN et al., 2000).

8.1 Citotoxina vacuoliazante VacA

A producédo da citotoxina vacuolizante (VacA), codificada pelo gene vacA, é um
importante fator de viruléncia do H. pylori por induzir a vacuolizacéo citoplasmatica
em células eucariontes (MONTECUCCO et al., 1999).

Embora todas as cepas desta bactéria secretem o produto VacA, foi detectada
por varios autores uma consideravel variacdo entre as linhagens na atividade
vacuolizante desta toxina (ATHERTON et al., 1995; FORSYTH et al., 1998).
Acredita-se que a heterogeneidade alélica de vacA possa ser um fator determinante
nas variagbes das manifestagdes clinicas entre pacientes infectados por H. pylori
(COVACCI et al., 1999; GERHARD et al,. 1999; VAN DOORN et al., 1999).

Existem duas regies variaveis no gene vacA. A primeira € uma regido de
aproximadamente 50 pb denominada s, localizada na regido 5’ terminal e que
codifica o peptideo sinal (figura 1). De acordo com a seqiiéncia génica, dois subtipos

(sl e s2) podem ser identificados. Além disso, o alelo s1 pode ser classificado como
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sla, slb, slc (ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998). A segunda regiéo
que apresenta uma grande heterogeneidade, chamada de m, apresenta
aproximadamente 700 pb e esta localizada na regido mediana do gene (ATHERTON
et al., 1995). Esta regido, de acordo com a sequéncia génica, apresenta os subtipos
ml e m2, sendo que o m2 ainda pode ser classificado como m2a e m2b
(ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998).

A combinacdo em mosaico desses tipos alélicos distintos (s e m) determina a
producdo e a especificidade da atividade da citotoxina e esta associada a
patogenicidade bacteriana (VAN DOORN et al., 1998; WANG et al., 1998). Todas as
linhagens possuem um dos tipos de sequéncia sinal e um dos dois tipos da regiao
mediana, assim sendo podemos ter as combinac¢des s1ml, slm2, s2m2 e a menos
comum s2ml1 (MORALES-ESPINOSA et al., 1999; MARTINEZ et al., 2001). Anélises
biogquimicas revelaram que linhagens vacA slml produzem uma citotoxina muito
mais ativa in vitro do que as cepas vacA s1m2 e as bactérias vacA s2m2 produzem
citotoxinas inativas (ATHERTON et al., 1995).

O gene vacA codifica uma citotoxina vacuolizante com aproximadamente 140
kDa de massa (Figura 3). Um fragmento amino-terminal na sequéncia sinal e um
fragmento carboxi-terminal sdo proteoliticamente retidos durante o processo de
secrecdo da VacA, a toxina matura que € exportada para o espaco extracelular
possuindo aproximadamente 88 KDa, com aproximadamente 821 aminoacidos
(YAHIRO et al., 1999; NGUYEN et al., 2001).

Feqgido sl ous2 Feqido ml ou m2 Hene 1rari
| [— |
l Citotoxina VacA

COooH

Figura 3 — Esquema que ilustra o gene vacA, evidenciando as regides que codificam o peptideo sinal
(s) e a mediana (m) e o produto primario traduzido pelo gene.
Fonte: (COVER; BLASER, 1992)
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Desse modo, a toxina VacA é secretada para 0 espaco extracelular e também é
retida parcialmente na superficie celular bacteriana. Em pH neutro a VacA agrupa-se
em um grande complexo oligomérico, solivel em &gua, composto
predominantemente de 12 ou 14 monomeros idénticos (LUPETTI et al., 1996;
COVER et al.,, 1997). Quando exposto a pH acido ou alcalino, este complexo
desassocia-se em monomeros e estes estdo associados a um aumento da
citotoxidade da VacA (YAHIRO et al., 1999; MCCLAIN et al.,, 2000). Os efeitos
celulares induzidos pela proteina VacA incluem a vacuolizacado, alteracdo da funcéo
endolisossomica, formacdo de poros na membrana plasméatica, apoptose e
permeabilizacdo da camada epitelial. A VacA atinge alguns diferentes alvos
celulares, incluindo as vesiculas endociticas, as mitocondrias, o citoesqueleto e as
junc@es das células epiteliais (PAPINI et al., 2001).

Varios estudos tém considerado os gendtipos vacA (slml e slm2) como
marcadores para a patogenia da H. pylori, devido a producdo de citotoxina
vacuolizante, que pode causar danos epiteliais e estdo associados ao
desenvolvimento de doencas gastricas (ATHERTON et al., 1997; VAN DOORN et
al., 1998).

A sequéncia de nucleotideos da regido mediana do gene vacA costuma estar
correlacionada aos niveis de citotoxina produzidos, desse modo o vacA ml parece
ser mais freqliente em pacientes com injurias do epitélio gastrico. Sabe-se que as
proteinas oriundas de vacA ml e vacA m2 podem reagir com diferentes receptores
das células epiteliais gastricas humanas, resultando em uma resposta fisioldgica
particular (ATHERTON et al., 1997).

A relacgdo entre o gendtipo vacA s1lml e o desenvolvimento de Ulcera péptica ndo
€ uma unanimidade na literatura (ZHENG et al., 2000; ARENTS et al., 2001). Assim
como relatado por outros autores, foi detectado uma relacéo significativa entre os
mosaicos vacA e a presenca de Ulcera duodenal, (GODOY et al., 2003; RIBEIRO et
al., 2003). Alguns estudos realizados in vitro apoiam esta associacdo, indicando que
a citotoxina VacA s1ml teria maior atividade vacuolizante, causando assim maiores
lesdes no epitélio gastrico (COVER, et al. 1992; ATHERTON, et al. 1995; LEUNK, et

al. 1988). A figura 4 representa um esquema das atividades bioldgicas de VacA.
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Figura 4 - Esquema das atividades biolégicas relacionadas com a patogenicidade.
Fonte: Modificado de BLASER et al. 2004.

8.2 CagA e CagE

O antigeno de superficie CagA € um possivel fator de viruléncia do H. pylori e é
codificado pelo gene cagA. A producdo desta proteina esta associada com a
progressdo das doencgas gastrointestinais (TUMURU et al., 1993; COVER et al.,
1995; BLASER et al., 1995; CENSINI et al, 1996). O gene cagA é
convencionalmente usado como um marcador da ilha de patogenicidade cag PAI
contida nas linhagens mais virulentas, chamadas de tipo 1. Alguns estudos sugerem
gue nao se use apenas o0 gene cagA como marcador da presenca da PAI, pois esta
pode nédo estar integra. Linhagens obtidas de pacientes dispépticos, podem possuir
a maioria dos genes da PAI, incluindo a regido promotora do gene cagA, mesmo que
ele esteja ausente, sugerindo assim que outros genes, como o cagE, devam ser
usados como marcador da presenca da ilha de patogenicidade (MAEDA et al., 1998;
IKENOUE et al., 2001). Células de H. pylori com uma ilha de patogenicidade cag
intacta possuem um pilus composto pela proteina CagY. O produto de CagA é
injetado no citoplasma da célula hospedeira, onde residuos de tirosina (Y) proximos
a extremidade carboxi (COOH) terminal sdo fosforilados. Os CagA fosforilados
interagem com diversas vias de transducao de sinal da célula hospedeira, afetando
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diversos fenotipos, como morfologia celular, proliferacéo e apoptose (BLASER et al.,
2004). Como demonstra a figura 5.
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Figura 5 - Representacao esquemética das interagdes de CagA com células epiteliais.
Fonte: Modificado de BLASER et al., 2004.

As linhagens cagA+ sd@o conhecidas por induzir a secrecao de IL-8 pelas células
epiteliais, um importante mediador da migracdo de neutréfilos durante o processo
inflamatério (CRABTREE et al., 1994). Entretanto, recentes estudos tém indicado
gue ndo apenas 0 cagA, como outros genes contidos na ilha, sdo responséaveis pela
inducao de IL-8. A inativacéo de cagE pode causar uma reducéo da habilidade do H.
pylori em induzir a producdo IL-8 (SHARMA et al., 1995; CENSINI et al., 1996;
AKOPYANTS et al., 1998; MAEDA et al., 1998; OGURA et al., 1998)

A ligacdo entre os genes cagA e cagE com as manifestacdes clinicamente
distintas mantém-se controversa. De acordo com o0s resultados de pesquisadores,
acredita-se que os genes cagA e cagE ndo deveriam ser utilizados como
marcadores para “predizer” as manifestagdes clinicas causadas nos pacientes pela
infeccéo do H. pylori (GODOQY et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003).
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8.3 IceA

Ha alguns anos atrds Peek e colaboradores (1998) descreveram um gene
denominado iceA (Induced by Contact with Epithelium), estes autores mostraram
gue haviam duas variantes para este gene, os alelos iceAl e iceA2.

A expressao de iceAl é regulado através do contato da bactéria com células
epiteliais (PEEK et al., 1998; VAN DOORN et al., 1998). O produto génico de iceAl
€ uma provavel endonuclease de restricdo, que apresenta uma homologia de cerca
de 60% com os nucleotideos do gene nlalllR da Neisseria lactamica, que codifica a
endonuclease de restrigdo Nlalll CATG" - (VAN DOORN et al., 1998).

A relacao do produto génico iceAl com a infeccdo humana ainda ndo esta muito
clara (VAN DOORN et al., 1998; ITO et al., 2000), embora a presenca do alelo iceAl
tenha sido relacionada a ulceracfes devido a um aumento da inducéo de IL-8 e com
a intensidade de infiltracdo neutrofilica (NISHIYA et al., 2000; PEEK et al., 2000).
Varios estudos epidemiolégicos falharam ao tentar associar a presenca desse alelo
com Uulceras pépticas (KIDD et al., 2000; KIM et al., 2001; MIEHLKE et al., 2001;
GODOY et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003), sugerindo que esta variante alélica ndo
deveria ser usado como um marcador para predizer as manifestacfes clinicas
causadas em pacientes infectados pela H. pylori.

Em contaste com o iceAl, o tipo alélico iceA2 ndo apresenta homologia com
proteinas conhecidas, e sua estrutura revela padrées de repeticdes de cassetes. A
sua forma mais comum codifica uma proteina de 59 aa (aminoacidos), o qual possui
dois dominios conservados nas extremidades (14 aa e 10 aa, respectivamente) e
outros trés dominios internos com 13, 16 e 6 aa respectivamente (Figura 6). Analises
das sequéncias de varias linhagens mostraram que o cassete interno, composto por
35 aa, pode estar ausente ou se repetir em até trés vezes, resultando assim em
proteinas compostas por 24, 59, 94 ou 129 aa (FIGUEIREDO et al., 2001). O gene
iceA2 apresenta aproximadamente 40% de homologia com o0s nucleotideos do
iceAl, mas sua estrutura génica é totalmente diferente (PEEK et al., 1998; Van
DOORN et al., 1998).
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Figura 6 - Representacdo esquematica do gene iceA que se encontra entre os genes cyskE e hpylM.
Comparacao entre os alelos iceAl e iceA2; e 0s subtipos de iceA2.
Fonte: PEEK et al., 2000.

Muito embora alguns estudos epidemioldgicos indiqguem que o alelo iceAl foi
mais frequentemente detectado (VAN DOORN et al., 1998; YAMAOKA et al., 1999;
KIM et al., 2001) outros autores indicam que o alelo iceA2 é o mais prevalente
(ASHOUR et al., 2001; GODOY et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003). Dado a essas
controvérsias epidemioldgicas acredita-se que essa variante alélica também nao

deveria ser usada como marcador de patogenicidade da bactéria.
9 Resposta inflamatoria

Além destes principais fatores de viruléncia, a H. pylori apresenta outras
caracteristicas, que permitem que esta bactéria possa evadir-se do sistema imune
do hospedeiro e colonizar de maneira persistente a mucosa gastrica humana
(BLASER; ATHERTON, 2004).

A primeira caracteristica que possibilita essa evasdo do sistema imune é o fato
de que grande parte da populacdo bacteriana se encontrar presente no limen do

estbmago, onde as células do sistema imune e 0s anticorpos ndo conseguem agir
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(LAMARQUE; PEEK, 2003). Além disso, a H. pylori possui diversas particularidades
gue a possibilitam escapar da resposta imune inata do hospedeiro, dentre as quais
destaca-se a baixa toxicidade do LPS (PIOTROWSK et al., 1995), o alto grau de
metilacdo do DNA e a baixa antigenicidade dos flagelos (BLASER; ATHERTON,
2004).

A H. pylori pode, também, escapar da resposta imune adquirida gerada contra
ela devido a varios fatores, dentre eles o processamento e apresentacdo de
antigenos para os linfocitos, principalmente através de efeitos da toxina VacA
(MOLINARI et al., 1998); a supresséo tanto da ativacdo quanto da proliferacéo de
células T especificas (GEBERT et al., 2003; SUNDRUD et al., 2004); a inducdo da
morte celular de células T especificas por apoptose (GEBERT et al., 2003); a
inibicdo da fagocitose em macrofagos ativados (ALLEN et al., 2000; ZHENG;
JONES, 2003); a mimetizacdo de antigenos do hospedeiro, exemplificado pela
expressdo de antigenos gastricos epiteliais fucosilados (Lewis) por essa bactéria
(WIRTH et al., 1997); e a resisténcia a moléculas reativas de oxigénio produzidas
por neutrdfilos ativados, devido principalmente a presenca do gene ahpC que
codifica para a proteina alquil hidroperoxido redutase, que catalisa a reducdo de
peroxidos orgéanicos (OLCZAK et al., 2003).

A infeccdo, entretanto, por H. pylori induz a uma consideravel ativacdo do
sistema imune. Isso foi demonstrado pela presenca, no epitélio gastrico de pessoas
infectadas, de niveis aumentados de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a (KEATES et al.,
1999), e um grande infiltrado de neutrdéfilos, macréfagos e linfocitos (PEEK et al.,
1995).

A infeccdo gera, na maioria das vezes, uma resposta predominante Thl
(BAMFORD et al.,, 1998; HARRIS et al., 2000) predominantemente citotoxica e
ineficaz para a erradicacdo deste patdgeno; entretanto, niveis vigorosos de
anticorpos sistémicos e de mucosa contra H. pylori, caracteristicos de uma resposta
Th2, podem ser encontrados em pacientes colonizados (PEREZ-PEREZ et al.,
1997). Essa produgcdo de anticorpos, geralmente, ndo é suficiente para a
erradicacdo desse micro-organismo, mas pode contribuir para o dano tecidual do
hospedeiro, desenvolvendo os sintomas relacionados com a infecgdo. Alguns
pacientes infectados possuem uma resposta humoral cruzada, dirigida contra as

ATPases H'/K' das células gastricas parietais, podendo esta resposta estar
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relacionada com a atrofia do corpo gastrico, associada com a evolugdo para a
malignidade dos sintomas (NEGRINI et al., 1997).
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Figura 7 - Interacdo bactéria-hospedeiro na patogénese da infec¢ao por H. pylori.
Fonte: SUERBAUM; MICHETTI, 2002.

A resposta imune, e em particular seu componente Thl, constitui um
importantissimo fator associado com a patogenicidade desta bactéria (MOHAMMADI
et al, 1996; SMYTHIES et al., 2000). Camundongos com uma resposta
predominante Thl desenvolvem mais inflamacéo géstrica durante a colonizacéo por
H. pylori que aqueles com uma resposta Th2 predominante (MOHAMMADI et al.,
1996). Em humanos, a ulceracao péptica € rara durante supressdo imune com
ciclosporina A ou gravidez, um estado no qual as mulheres apresentam uma
resposta predominante Th2 (SUERBAUM; MICHETTI, 2002). Além de induzir dano
tecidual, essa orientacdo Thl parece favorecer a persisténcia de H. pylori na
mucosa. O dano tecidual pode resultar muitas vezes da acdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio produzidas por neutréfilos ativados (ZHANG et al., 1996)
(Figura 7).
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A inducgédo de citocinas pro-inflamatorias e a inflamacéo afetam véarias linhagens
celulares gastricas importantes para a homeostase acida tipica de um individuo
normal, incluindo células D, produtoras de somatostatina, células G produtoras de
gastrina e células parietais produtoras de acido (MOSS et al.,, 1992; BEALES;
CALAM, 1998). A inflamacdo gastrica leva ao quadro clinico conhecido como
gastrite, a qual, por sua vez, causa uma reducdo nos niveis de somatostatina
(MOSS et al., 1992). A somatostatina inibe a producédo de gastrina, o que, em um
caso de inflamacao gastrica onde a producdo de somatostatina esta reduzida, pode
levar a um quadro de hiper-gastrinemia, causando um aumento do numero de
células parietais e hipertrofia da mucosa gastrica (LEVI et al., 1989). Além disso, a
producdo de gastrina pode ser aumentada por um efeito estimulante direto das
citocinas pré-inflamatérias que tiveram sua expressao induzida pela colonizac&o por
H. pylori (BLASER; ATHERTON, 2004).

O efeito do nivel de gastrina na homeostase acida depende principalmente da
distribuicdo topogréfica de H. pylori no estbmago e da inflamacao resultante desta
distribuicdo. Em uma gastrite predominantemente antral, as células enterocromafins
(enterocromafin cell like — ECL) e as células parietais produtoras de &cido ndo sao
afetadas pela inflamacéo e, consequentemente, o alto nivel de gastrina produzida
leva tanto a um aumento da secrecdo acida (EL-OMAR et al., 1995), como um
aumento na massa de células parietais (GILLEN et al., 1998). O aumento da carga
acida no duodeno pode induzir a uma metaplasia gastrica nesse local. A H. pylori
ndo coloniza o duodeno normal, devido as caracteristicas diferenciais do epitélio
intestinal, mas coloniza as células metaplasicas gastricas que estao surgindo no
local. Essa colonizacdo, por sua vez, pode provocar uma inflamacdo que se
correlaciona com ulceras duodenais (HAMLET et al., 1996; OHKUSA et al., 2003).

Esse quadro de gastrite predominantemente antral e hipercloridria € muito
comum na infancia e € visto muitas vezes como benéfico, pois, aumenta a barreira
protetora acida contra outros patégenos, como 0Ss que causam diarréia
(ROTHENBACHER et al., 2000). Esse processo parece ser conveniente em paises
em desenvolvimento, onde as condi¢cdes sanitarias sdo geralmente precarias e
consequentemente a taxa de diarréia é alta.

Quando a inflamacdo envolve também o corpo do estbmago, como em uma

pangastrite, ocorre uma inibicdo na secre¢édo de acido devido tanto a supressdo na
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producdo de histamina, como pelo dano causado nas préprias células parietais
(BEALES; CALAM, 1998). A inflamacéo persistente afeta o ciclo celular das células
gastricas epiteliais, causando uma atrofia desse tecido, além de provocar uma perda
progressiva das glandulas géastricas (PEEK et al., 2000). Esse quadro € associado a
ulceracbes e adenocarcinoma géastrico (KUIPERS et al., 1995). Entretanto, esse
qguadro de hipocloridria parece ter um efeito protetor contra a ulceracdo duodenal e a
doenca do refluxo gastroesofagico (KOIKE et al., 2001). A figura 8 mostra o efeito

da topografia da inflamacéo na fisiologia gastrica.
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Fonte: BLASER et al. 2004.

A associacdo entre H. pylori e adenocarcinoma e linfomas MALT se deve
basicamente ao disturbio do balanco entre a proliferacdo celular e apoptose nas
células epiteliais e nos orgaos linféides associados ao estdbmago. Como reflexo de
danos causados as células gastricas, tanto devido a agdo nociva de toxinas
bacterianas quanto aos efeitos toxicos da inflamagéo persistente, a infec¢cdo por H.
pylori tente a estimular a proliferagdo das células gastricas, o que pode levar ao

desenvolvimento de um céancer especifico (MAEDA et al., 2002).
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Com o conhecimento adquirido quanto ao papel da infeccado pela H. pylori em
enfermidades humanas, surgiram varias orientacdes quanto a indicacdo de
tratamento por medicamentos.

Os consensos médicos tém indicado a erradicacdo da infeccéo para o tratamento
de doenca ulcerosa péptica com ou sem hemorragia, linfoma géstrico de baixo grau
de malignidade, gastrite severa e ap0s ressecc¢ao de cancer gastrico precoce. O uso
de antibidticos em todos pacientes com sintomas dispépticos e portadores do H.
pylori em &reas com elevada prevaléncia da bactéria, entretanto, foi considerado
como tendo melhor relagdo custo beneficio que a investigagdo em todos os
pacientes com esta sintomatologia para identificar os portadores de Ulcera péptica
(LEE; O'MORAIN, 1997).

10 Tratamento

O tratamento para a infec¢do por H. pylori tem sido um enigma para os clinicos,
desde que a bactéria foi descoberta no inicio da década de 1980. Os desafios vao
além de encontrar a combinacdo correta de antibiéticos e manipulacdo do pH
gastrico para assegurar a erradicacdo e evitar o desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana e garantida a conformidade com o tratamento prescrito. O consenso
de Maastricht Ill declarou que, para um regime de tratamento de erradicacdo ser
considerado eficaz, teria que alcancar uma taxa de erradicacdo maior que 80%
(MALFERTHEINER et al.,, 2007). Entretanto, nos ultimos tempos, as taxas de
erradicacdo na pratica de muitos dos regimes mais comuns cairam bem abaixo
desses niveis, geralmente devido a fatores como a pouca adesdo do paciente aos
medicamentos e a resisténcia aos antibiéticos (VAKIL, 2009).

A utilizacdo de monoterapias ndo € recomendada, pois 0 uso de um Unico
antibidtico associado ou ndo com bismuto mostrou-se ineficaz. Os esquemas
terapéuticos mais utilizados combinam dois antimicrobianos (usualmente
metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina ou furazolidona) juntamente
com um inibidor de bomba protonica (omeprazol, lanzoprazol, ou pantoprazol), um
antagonista de receptor de H; (ranitidina, cimetidina), ou componentes de bismuto
(BUCKLEY et al., 1996; GRAHAM et al.,1996).
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Preconiza-se a terapia combinada de duas, trés até quatro drogas. Na maioria
dos esquemas terapéuticos é utilizada a amoxicilina, pois esta apresenta excelente

difusdo no suco gastrico, atingindo nele altas concentracdes (FERNANDEZ, 1999).

10.1 Esquema terapéutico

10.1.1 Primeira linha terapéutica

A combinacdo de um inibidor da bomba de prétons (IBP) com dois antibiéticos
tem sido aceita como primeira linha terapéutica para erradicacdo da H. pylori desde
1996 (LIND et al, 1996). O tratamento recomendado, publicado em guidelines na
Europa e América do Norte refletem isso, um IBP combinado com amoxicilina e
claritromicina como regime de predilecdo (MALFERTHEINER et al., 2007; LIND et al,
1996). No entanto, algumas adverténcias foram aplicadas a essas diretrizes
associada com a queda das taxas de erradicacdo. Em 2000, estudos tinham
sugerido taxas de erradicacdo para padronizacdo da terapia tripla de mais de 90 %
(KEARNEY; BROUSAL, 2000). No entanto, algumas publicacbes posteriores
sugeriram que nivel caiu para cerca de 70 % em muitas areas e até mesmo menos
de 60 % em outras (SAAD; CHEY, 2006; KADAYIFCI et al, 2006). Como exemplo, a
orientacdo do Maastricht recomenda a substituichio do metronidazol pela
claritromicina quando a resisténcia do antibiotico exceder 15-20% (LIND et al, 1996).
Taxas de erradicacdo com este regime sédo de 87,8% quando cepas sdo sensiveis a
claritromicina e 18,3% quando cepas s&o resistentes a claritromicina (MEGRAUD,
2004).

10.1.2 Segunda linha terapéutica

Uma vez que a primeira linha terapéutica pode falhar em 20 % dos pacientes,
surgiu a necessidade de estabelecer uma segunda linha terapéutica (GISBERT,
2008). Muitas terapias de segunda linha estdo em uso no momento, mas as mais
comuns sdo as baseadas na utilizacdo do bismuto e baseadas no levofloxacino
(GISBERT; PAJARES, 2002). Uma terapia quadrupla baseada no bismuto associado

com um IBP, tetraciclina e metronidazol apresentou uma eficiéncia de 76% em

50



pacientes que ndo apresentaram erradicacao pela primeira linha terapéutica (HOJO
et al, 2001). Terapias baseadas na levofloxacina se tornaram populares nos ultimos
anos. Recentemente, um estudo multicéntrico espanhol com 300 pacientes que
apresentaram falha terapéutica na prlimeira linha de tratamento de erradicacao,
apresentou taxas por protocolo e por intencdo de tratar de 77% e 81%
respectivamente, quando o regime foi baseado na levofloxacina por 10, com boa
tolerabilidade e baixa taxa de efeitos colaterais, em torno de 22% (GISBERT et al.,
2008).

10.1.3 Terceira linha terapéutica

No caso daqueles pacientes que ndo apresentaram erradicacdo em terapias de
primeira e segunda linhas, a recomendacédo € usar regimes empiricos ou empregar
tratamentos sob medida, que dependem do isolamento de bactérias e testes de
sensibilidade aos antibioticos. Dois dos mais comuns antibioticos utilizados nas
terapias de resgate empiricos sao rifabutina e furazolidona (SUZUKI et al., 2009; DE
FRANCESCO et al., 2009). Um estudo com numero limitado de pacientes revelou
uma taxa de erradicagcédo de 79%, quando utilizado um IBP, rifabutina e amoxacilina,
duas vezes por dia por 14 dias (GISBERT et al, 2003). A rifabutina, entretanto, tem
seu uso limitado devido ao baixo estoque deste medicamento na Europa, e a
possibilidade de aumentar a prevaléncia de cepas resistentes de Mycobacterium
tuberculosis, ja que este antibidtico também é utilizado como tratamento para
tuberculose, bem como a possibilidade de mielotoxicidade e eventos adversos
oculares, reportados neste tratamento (APSELOFF et al.,, 2003; BHAGAT et al.,
2001). A furazolidona também é utilizada em terapias de resgate, sendo publicado
um estudo que apresentou taxa de eradicacdo de 60% quando utilizada junto com a
amoxicilina e IBP (QASIM et al, 2005).

10.2 Eficacia terapéutica

No Brasil, estudos multicéntricos confirmam resultados obtidos em outros lugares
do mundo, que demonstram a associacdo de pantoprazol com amoxicilina e

claritomicina durante uma semana, promovendo a erradicagao da H. pylori em 87%
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dos pacientes avaliados por protocolo e 84,5% em intencdo de tratamento (DAJANI
et al, 1999).

No continente latino-americano, onde a alta resisténcia aos derivados
imidazdlicos restringe esta opc¢ao terapéutica, como a utilizacdo do metronidazol,
estudos brasileiros demonstraram que a utilizacao da furazolidona, juntamente com
inibidores proténicos além dos macrolideos claritomicina ou azitromicina, e em
terapia quadrupla com tetraciclina e sais bismuto pode ser uma boa alternativa.
Entretanto, embora o custo seja menor e o indice de erradicacdo seja semelhante
aos observado com a amoxicilina e claritromicina, foram observados uma maior
guantidade de efeitos adversos no uso da furazolidona (COELHO et al, 2005).

No tratamento da infeccdo pelo H. pylori os regimes apresentam uma boa
eficacia, entretanto a faléncia terapéutica ainda é um grande problema na pratica
médica, considerando que um tratamento adequado deve ter uma taxa de
erradicacao superior a 80%, a falha desses esquemas ocorre em torno de 20% dos
casos 0 que determina a necessidade de retratamento. Nesses cerca de 20% de
pacientes que fazem a tentativa de erradicacdo, o sucesso chega a 80%. Apesar
disto, cerca de 4% dos pacientes permanecerdo infectados apds dois cursos de
tratamento (SANCHES et al., 2008).

O Segundo Consenso Brasileiro sobre H. pylori recomendou que, apés a faléncia
da primeira tentativa de tratamento, mais duas tentativas com duracdo de 10 a 14
dias continua sendo uma opcéao terapéutica, ndo sendo indicada qualquer quarta
tentativa (SANCHES et al., 2008).

A resisténcia de H. pylori aos antimicrobianos € a principal dificuldade encontrada
para o sucesso da erradicacdo podendo envolver diferentes mecanismos
bioquimicos, entre eles impedimento da penetracdo do antimicrobiano, alteracéo
molecular do alvo, efluxo ativo da droga, e inativagdo do composto (MEGRAUD,
1997).

Nos tratamentos que incluem o metronidazol, a eficacia dos mesmos néo tem
sido afetada pela resisténcia a esta droga in-vitro. Esta variabilidade parece estar
relacionada a escolha do antimicrobiano associado ao tratamento e outros agentes.
Os macrolideos, particularmente a claritromicina quando usada em combinacéo ao

metronidazol e outros agentes, diminui os efeitos da resisténcia ao metronidazol.
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Entretanto a resisténcia in-vitro a claritromicina afeta adversamente o sucesso do
tratamento (GRAHAM et al., 1996).

A prevaléncia da taxa de resisténcia ao metronidazol entre as linhagens de H.
pylori é altamente variavel. Nos paises desenvolvidos a taxa de resisténcia varia
entre 11-70%. Esta resisténcia é ainda mais prevalente nos paises em
desenvolvimento, onde mais de 95% dos isolamentos s&o resistentes. Em
contraposicdo a resisténcia a claritromicina geralmente ndo € maior a 10%,
sobretudo nos paises onde os macrolideos ndo sdo amplamente usados. Uma
excecao foi relatada no Peru, onde um 50 % das linhagens de H. pylori isoladas foi
resistente a claritromicina (DUNN et al., 1997).

Nos Estados Unidos a resisténcia aos antimicrobianos utilizados nas terapias
convencionais alcanca valores entre 20 e 50% para o metronidazol e entre 7% e 14
% para claritromicina (GRAHAM, 1996). Na Europa, a resisténcia varia entre 0% e
15% para claritromicina e entre 10% e 50 % para metronidazol (MEGRAUD, 1997).

No Brasil, estudos realizados por Mendonca e colaboradores (2000), onde foram
analisadas linhagens de H. pylori obtidas de biopsias géastricas em relacdo a
resisténcia primaria a estes antimicrobianos, foram observados graus de resisténcia
diferentes em comparacdo com dados obtidos em outras populagbes. Os autores
relataram 42% de resisténcia ao metronidazol, 29% para amoxicilina, 7% para
claritromicina, 7% para tetraciclina e 4% para furazolidona. Quando foram
analisadas as porcentagens de resisténcia para dois e trés agentes antimicrobianos,
verificou-se 14,4% de resisténcia e 8,8%, respectivamente.

Um estudo posterior realizado pelo mesmo grupo relatou uma associacao entre a
resisténcia primaria aos antimicrobianos e a faléncia terapéutica. As diferencas
existentes entre as linhagens, nos diferentes paises, reforcam a importancia dos
estudos especificos de H. pylori provenientes de diferentes populacdes
(ECCLISSATO et al., 2002).

11 Modelo Animal

Os intentos iniciais para estabelecer modelos animais para a infeccédo por H.
pylori em camundongos, ratos, e coelhos ndo foram bem sucedidos. Embora os

camundongos imunodeficientes pudessem ser transitoriamente colonizados com H.
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pylori, estes modelos tinham aplicacdes limitadas. Modelos alternativos foram
desenvolvidos usando animais que foram infetados por espécies relacionadas ao
Helicobacter pylori, como Helicobacter felis. Subsequentemente foi descoberto que
0s roedores eram susceptiveis a infeccdo facilitando um modelo animal mais
acessivel (CELLINI et al.,, 2004). Assim, em 1995, Marchetti e colaboradores,
relataram o primeiro modelo experimental usando camundongos imunocompetentes.
Os autores conseguiram estabelecer uma infeccéo transitéria nos animais, usando
linhagens de H. pylori de origem clinica que ndo tinham sido extensamente
subcultivadas. Dois anos mais tarde, 1997, Lee e colaboradores, desenvolveram
uma linhagem de H. pylori, chamada de SS1 ou Sidney Strain 1, que era capaz de
infectar camundongos, permitindo uma coloniza¢cdo em uma alta densidade e por um

periodo prolongado, como por exemplo os camundongos C57BI/6 e BALC/c.

12 Estudos de tratamento antimicrobiano.

Dada a necessidade de novos regimes de antibioticos no tratamento da infeccéo
humana por H. pylori e a falta de correlacdo da eficacia dos mesmos in-vivo e in-
vitro, levou ao uso de modelos animais para a avaliagao pré-clinica da eficiéncia dos
antibioticos. Foi evidenciado que as infeccBes causadas por Helicobacter em
camundongos e porcos, respondem favoravelmente aos tratamentos multidrogas
utilizados para erradicar as infec¢cdes por H. pylori em humanos. Foi evidenciado
também que as monoterapias apresentam baixa eficacia frente a infeccdo por
Helicobacter nos hospedeiros animais, (0 mesmo acontece nas pesquisas clinicas
em humanos), mostrando a validade destes modelos para os estudos terapéuticos
(FOX, 1995).

Van Doorm e colaboradores (1999) utilizando camundongos C57BI/6 e BALB/c e
as linhagens SS1 e SPM326, ambas sendo linhagens adaptadas ao modelo em
camundongos, relataram que a inflamacgéo induzida por H. pylori é dependente tanto

da linhagem bacteriana como do hospedeiro.

54



13 Produtos naturais: alternativa terapéutica

Devido a ocorréncia de situagdes clinicas em que o tratamento convencional ndo
apresenta eficacia, métodos alternativos vem sendo amplamente estudados com a
finalidade de aumentar a eficiéncia de erradicacdo da bactéria. Além deste fato, as
terapias triplas em diversas ocasides causam efeitos adversos como nausea, vomito,
dor epigastrica, desconforto abdominal e diarréia, provocando o abandono do
tratamento por parte dos pacientes. Por todo exposto, € importante procurar novas e
efetivas terapias anti-H. pylori, e as plantas aparecem como uma fonte natural de
novos compostos. (BERGONZELLI et al., 2003; NARIMAN et al, 2004,
FUNATOGAWA et al., 2004).

A procura de poderes curativos nas plantas € uma idéia da antiguidade. Pessoas
de todos os continentes tém aplicado cataplasma e ingerido milhares de infusdes de
plantas, desde a pré-histéria. Existe evidencia de que o homem de Neandhertal, ha
60.000 anos atras, usou plantas como o hollyhock. Estas plantas sdo amplamente
usadas na etnomedicina ao redor do mundo. Atualmente entre um quarto a metade
dos medicamentos dispensados nos Estados Unidos, tem sua origem em plantas,
poucos sdo receitados como antimicrobianos, apesar de serem fonte confiavel de
antimicrobianos e antifiingicos (COWAN, 1999).

De uso quase exclusivo na terapéutica medicamentosa até a década de 1950, os
remédios vegetais foram paulatinamente substituidos nas farmacias pelos remédios
formulados (FUNATOGAWA et al., 2004).

Embora muitos compostos derivados de plantas medicinais possam ser
sintetizados em laboratorio, tal sintese é frequentemente complexa e de baixo
rendimento, inviabilizando economicamente a producdo. Por outro lado, alguns
compostos também originados de plantas ndo podem ser ou nunca foram
guimicamente sintetizados (FUNATOGAWA et al., 2004).

14 Plantas medicinais e Fitoterapia.

Historicamente as plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na area da
farmacognosia, uma vertente da farmacologia, onde sdo examinadas as

caracteristicas das drogas ou das bases medicamentosas de origem natural,
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utilizadas como matéria prima para a preparacdo de medicamentos (DI STASI,
1996).

O termo Fitoterapia deriva de duas palavras gregas, a saber: phyton, que
significa planta, e therapeia, que encerra a idéia de tratamento. Fitoterapia € o
método de tratamento de enfermidades que emprega vegetais frescos, drogas
vegetais ou, ainda, extratos vegetais preparados com esses dois tipos de matérias
primas. Etimologicamente, fitoterapia significa tratamento por meio das plantas.
(OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

As mesmas arvores, arbustos e ervas empregados pelos povos antigos para
tratar doencas e amenizar dores e incOmodos continuam a ser valorizadas na
atualidade. Com o desenvolvimento da fitoterapia, muitos dos principios fisicos,
quimicos e propriedades farmacolégicas das plantas medicinais e dos produtos
naturais encontram-se bem estabelecidos, auxiliando no processo de
desenvolvimento de novos farmacos (DI STASI, 1996; OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Os vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primoérdios como fonte de
alimentos, de materiais para o vestuario, habitacéo, utilidades domésticas, defesa e
ataque, na producdo de meios de transporte, como utensilios para manifestacdes
artisticas, culturais e religiosas, e como meio restaurador da saude. Sua importancia,
medida pela intensidade de seu uso, tem assumido, nos diversos estagios de
desenvolvimento da sociedade, altos e baixos. (SIMOES, 2001).

Houve uma época em que a fitoterapia parecia estar morrendo com o
desenvolvimento da industria quimico — farmacéutica. Mas em 1978, a Organizacgao
Mundial da Saude (OMS) deu inicio a um programa que enfatizou o uso de plantas
medicinais. O estudo dessas plantas comecou a ser incentivado, devido a varios
fatores, como o baixo poder aquisitivo da maior parte da populacédo, que procurava
uma medicina alternativa a menores custos e medicamentos com efeitos colaterais
menores (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Nos dias de hoje representam uma das alternativas entre as diversas fontes de
insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como principal vantagem o
fato de ser uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo génio humano
(SIMOES, 2001).

A fitoterapia define diferentemente plantas medicinais, drogas vegetais e

principios ativos de origem vegetal. Considera-se planta medicinal todo vegetal que
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contém em um ou Varios de seus 0rgdos substancias que podem ser empregadas
para fins terapéuticos ou que sejam precursores de substancias utilizadas para tais
fins (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Drogas vegetais sdo todos os vegetais, parte de eles ou produtos derivados
direitamente deles que, apds sofrerem processos de coleta, preparo e conservacgao,
possuam composi¢ao e propriedades que possibilitem o seu uso no estado bruto,
componente de um medicamento, ou como necessidade farmacéutica (OLIVEIRA et
al.,1991).

Uma das caracteristicas da droga corresponde a presenca de principios ativos,
que sdo substancias quimicamente definidas presentes nas matérias - primas e nos
fitoterapicos responsaveis pela atividade, ou seja, pelos efeitos terapéuticos desses
materiais (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

A producéo de drogas vegetais emprega tanto espécies silvestres como vegetais
cultivados. A selecdo e cultivo de plantas medicinais vem sofrendo impulso
relativamente grande no Brasil e em outros paises, apesar das dificuldades
encontradas para ser obter uma droga confiavel e de qualidade (OLIVEIRA;
AKISUE, 2000).

Existem varios problemas relacionados a obtencdo de drogas vegetais e entre
eles podemos citar: a selecdo de uma espécie vegetal, que pode apresentar, dentro
de certos limites, diferencas morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas, permitindo
assim a selecdo de formas de valor superior; o cultivo de plantas medicinais, onde
séo considerados os fatores que influem ou interferem na vida do vegetal e, portanto
na apresentacdo da composicdo quimica: temperatura, umidade, tipo de solo, idade
da planta, clima, altitude, entre outros; colheita, onde o teor de principio ativo de uma
planta medicinal varia de 6rgdo para 6rgdo, com a idade, época da colheita, época
da floracdo, manuseio e mesmo com o periodo do dia no qual é efetuado (DI STASI,
1996; OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Para a obtencdo de principios ativos adequados, esses fatores podem
influenciar significativamente no produto final (OLIVEIRA et al., 1991). O preparo ou
tratamento, secagem, estabilizacdo, conservacdo e tempo também sé&o
considerados fatores que influenciam na obtencéo de drogas vegetais (OLIVEIRA et
al., 1991; SIMOES et al., 2000).
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Uma das principais caracteristicas da droga corresponde a presenca de
principios ativos que sdo naturalmente encontrados nas espeécies vegetais, se
apresentam como substancias quimicamente definidas e obtidas de produtos de
origem natural que se encontram presentes na matéria prima vegetal e nos
fitoterapicos sendo responsaveis pela atividade farmacodindmica, ou seja, pelos
efeitos terapéuticos ou atividades biol6gicas apresentadas em determinado
organismo vivo (DI STASI, 1996; OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

15 Quimica de produtos naturais.

A pesquisa que utiliza plantas medicinais faz uso de métodos quimicos para
obter, tanto o isolamento como a purificacdo de novos compostos e assim,
determinar corretamente sua estrutura seguida de sintese total ou parcial da
substancia isolada. Os avancos obtidos na area quimico-farmacedltica, nestes
altimos anos, assim como a descoberta de novas drogas encontra-se claramente
dependente dos avancos da pesquisa cientifica com base nas plantas medicinais
(HOSTETTMANN et al., 2003).

A complexidade e abrangéncia da quimica, envolvendo produtos naturais,
compreendem desde o isolamento e purificacdo dos metabolitos vegetais na fase
preparativa, até a determinacédo estrutural dos novos compostos. A associacao entre
a fase preparativa, como a cromatografia gasosa, e a analitica, que inclui
infravermelho e espectrometria de massas, sdo indispensaveis para a correta
determinacao e identificacdo de novas drogas provenientes de produtos naturais. (DI
STASI,1996).

A composicdo quimica das espécies vegetais, principalmente das plantas de
origem tropical, ainda ndo foram descritas em sua totalidade. Diversos constituintes
de origem natural ainda ndo foram isolados e estudados quimicamente, entretanto,
outros compostos de origem natural que ja foram quimicamente isolados e definidos
ainda ndo foram estudados com relacdo a possivel atividade biolégica (DI STASI,
1996; HOSTETTMANN et al., 2003).
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16 Compostos testados

16.1 Prépolis vermelha

E uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsdmico coletado
pelas abelhas dos ramos, flores, polen, brotos e exudatos de arvores; além desses,
na colméia, as abelhas adicionam secrecfes salivares e enzimas (PEREIRA et al.,
2002; FRANCO et al., 2000). As abelhas de fato usam a propolis para protegé-las
contra insetos e micro-organismos, no reparo de frestas ou danos a colméia, no
preparo de locais assépticos para postura da abelha rainha e na mumificacdo de
insetos invasores (MARCUCCI, 1996).

A coloracdo da propolis depende de sua procedéncia. Varia de marrom escuro
passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado. Possui odor
caracteristico que pode variar de uma amostra para outra (MARCUCCI, 1996).

A propolis vermelha é relatada como sendo tipica de Cuba e da Venezuela, onde
as origens botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa (Clusiaceae) e
Clusia scrobiculata, respectivamente (TRUSHEVA et al., 2006). Esta propolis no
Brasil € origindria do norte e nordeste, da qual compostos foram isolados e
identificados, sendo que alguns deles sdo novos para a prépolis. Estes compostos
pertencem a diferentes classes, tais como fendlicos, triterpendides, isoflavonéides,
benzofenonas preniladas e um epo6xido da naftoquinona (isolado pela primeira vez
em um produto natural) (TRUSHEVA et al, 2006).

A propolis tem sido objeto de estudos farmacoldgicos devido as suas
propriedades antibacteriana, antifingica, antiviral, antiinflamatoria, hepatoprotetora,
antioxidante, antitumoral, imunomodulatéria, etc. (BANKOVA, 2005; KOSALEC et
al., 2005; ALENCAR et al., 2005; SIMOES et al., 2008). Esse potencial biolégico se
deve a um sinergismo que ocorre entre 0os muitos constituintes (MARCUCCI, 1996).

16.2 Solanum cernuum e Solanum variabile

O género Solanum L. é o maior e mais complexo género da familia Solanaceae,

com cerca de 1500 espécies e 5000 epitetos habitando sistemas ecoldgicos
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estabelecidos pelas regides tropicais e subtropicais do mundo e tendo a América do
Sul como centro de diversidade e distribuicdo (CARVALHO, 2003).

Além de alcaldides, os flavondides constituem um dos grupos de substancias
mais frequentes em espécies do género Solanum. O numero de trabalhos de
sistematica quimica sobre o género Solanum ¢é relativamente reduzido,
aparentemente devido as dificuldades de se trabalhar com um género com grande
plasticidade morfolégica (CARVALHO, 2003).

Solanum cernuum Vellozo, também conhecida como Solanum paleatum Schott e
Solanum jubatum Dun € uma solanacea tipicamente brasileira, que recebe diversos
nomes vulgares, tais como: barba-de-bode, bolsa-de-pastor, braco-de-preguica,
braco-de-momo, capoeira-branca, folha-de-on¢a, mercurio-de-pobre, panacéia,
velame, velame-de-folha-grande, velame-do-campo (SIQUEIRA-JACCOUD, 1963).

E atribuida as raizes atividade diurética e depurativa (FERREIRA, 1975), além de
acdo hemostatica (CORREA, 1984). As folhas e flores sdo indicadas no tratamento
de distarbios hepéticos atuando como desobstruente, sudorifico, diurético e
depurativo, combatendo gonorréias rebeldes, sarna e varias moléstias da pele,
sendo aplicadas externamente na cura de Glceras cutineas (CORREA, 1984). E
ainda, um estudo realizado por Araujo e colaboradores (2002) evidenciou sua
atividade anti-ulcerogénica no modelo experimental de Ulcera induzida pela
indometacina. A S. variabile Mart (falsa jurubeba), em um estudo realizado por
Antdnio (2006) também apresentou atividade anti-ulcerogénica, além de curativa e

preventiva.

16.3 Cordia eucalyculata

A C. salicifolia Cham, familia Boraginaceae, ou Cordia ecalyculata Vell é
popularmente conhecida pelos nhomes de cha-de-bugre, porangaba, cafezinho, café-
do-mato, cha-de-frade, louro-salgueiro e louro-mole, sendo bastante frequente
desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, tendo sido também encontrada na
Argentina e no Paraguai (SAITO et al.,, 1986). Sua utilizagdo como medicinal &
antiga, principalmente na forma de cha como diurético, estimulador da circulagéo,
cardiotonico, diminuicdo de inchaco, diminuidor do apetite (no tratamento de

obesidade), além de auxiliar na diminuicdo dos niveis de colesterol total e
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triglicerideos, prevenindo a deposicdo de gorduras nas artérias (SAITO et al., 1986;
MATSUNAGA et al., 1997; SIQUEIRA et al., 2006). Além das a¢cbes acima citadas,
estudos demonstraram também sua atividade antiviral contra Herpes simplex tipo 1
(HAYASHI et al., 1990) e antibacteriana contra Helicobacter pylori (MENGHINI et al.,
2008). Estudos quimicos sobre a sua composicdo evidenciaram a presenca de
cafeina, alantoina, acido alantdico e cloreto de potassio (SAITO et al., 1986;
MENGHINI et al., 2008).

16.4 Piper carpunya

A P. carpunya Ruiz & PAV. (Piper lenticellosum C. DC.), um membro da familia
Piperaceae, é usado na medicina popular do Equador devido as suas propriedades
anti-inflamatorias e antiulcerogénica, ja na Coldmbia devido as suas atividades anti-
parasitarias, dermatoldgicas e anti-diarréicas (TRABADELA et al., 2008; DIAZ et al.,
1986). Estes vegetais pertencentes a familia Piperaceae, uma vez que apresentam
facil cultivo e propagacao, ciclo reprodutivo curto e metabolismo secundario que
conduz a producdo de substancias biologicamente ativas, boa distribuicdo em
regides tropicais, facilidade de cultivo e emprego como moluscicida em area
endémica, sdo alvos de diversos estudos. A familia Piperaceae apresenta
compostos bioativos de composicdo quimica bastante diversificada, sendo
observada a producdo de O6leos essenciais, amidas insaturadas, pironas,
flavonoides, monoterpenos, sesquiterpenos, arilpropandides (apiol, dillapiol,
myristicina, safrol e sarisan) e ligndides (lignanas e neolignanas) (MARTINS et al.,
2000; NAVICKIENE et al., 2000; MOREIRA et al., 2001; MARTINS et al., 2003).

16.5 Cissus sulcicaulis

O género Cissus, mais vasto da familia Vitaceae, é constituido de 350 a 400
espécies de trepadeiras, com uma distribuicdo pantropical. Véarios estudos vém
sendo realizados com esse género e algumas atividades farmacolégicas vém sendo
encontradas: atividade antioxidante, antimicrobiana, inibidora da enzima

acetilcolinesterase, e, especialmente, antiinflamatéria (ARAUJO et al., 1996).
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Cissus sulcicaulis apresentou atividade anti-ulcerosa em modelos de Ulceras

gastricas induzidas por etanol em ratos (ARAUJO et al., 1996).

16.6 Sweetia subelegans

A S. subelegans, um membro da familia Leguminaceae, também conhecida
como Acosmium subelegans (Mohlenbr) Yakovl, popularmente conhecida como
“perobinha-do-campo”, € utilizada na medicina popular brasileira como sedativo ou
“tranquilizador” no tratamento da epilepsia, na histeria, no esgotamento nervoso e na
coréia (COIMBRA, 1958). Em seu extrato etandlico foi identificado, como principal
constituinte ativo, o lupeol, um composto triterpendide. O lupeol, em ratos, diminuiu
sua movimentacdo e ainda potencializou a hipnose por barbitlricos sem afetar a

coordenacao motora do animal (VIEIRA et al., 2002).

16.7 Leonurus sibiricus

O L. sibiricus pertence a familia Lamiaceae e a ordem Lamiales, originaria da
india e ocorre em regi6es tropicais da Asia, Africa e América (LORENZI, 2002).

A utilizacdo medicinal das folhas dessa espécie pode prevenir o reumatismo
cronico, apresenta atividade antibacteriana e evita dermatites e outros problemas
dermatolégicos. Na medicina chinesa, as sementes sdo consideradas afrodisiacas e
a planta seca € prescrita como tonificante e usada em disfungcbes menstruais
(BOWN, 1995). Folhas e flores sdo capazes de combater vomitos e diarréias
(HOEHNE, 1939), além de serem eficientes contra resfriado, bronquite e reumatismo
(CASTELLUCCI et al., 2000). O extrato metandlico de folhas, também, demonstrou
atividade anti-inflamatoéria (ISLAM et al., 2005) e combate células neoplasicas de
glandulas maméarias (NAGASAWA et al., 1990), o que justifica diversos estudos
etnofarmacologicos realizados com esta espécie no Brasil (SOUZA et al., 2004).

Em relacdo a composi¢do quimica, a literatura relata que L. sibiricus apresenta
alcaléides (MURAKAMI, 1943), mono, sesqui e diterpenos (SAVONA et al., 1982;
ALMEIDA et al., 2005) e furano-lactonas (SATOH et al., 2003). Os extratos polares

apresentam majoritariamente rutina e seus derivados, além de flavonas metoxiladas
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(ALMEIDA et al.,, 2006), as quais sao consideradas marcadores taxondémicos
(GIANG et al., 2005).

16.8 Aminocicloalcalonas

Os compostos determinados como aminocicloalcalonas foram divididos em 3
tipos: aminoécido lipidico (AC), aminoalcool lipidico (AO/OA) e diamina lipidica (AA).
O aminoécido lipidico apresenta um grupo amina, um acido carboxilico e diversas
substituicdes em R (radical). O aminoalcool lipidico apresenta um grupo amina, um
alcool que pode estar em diferentes posi¢cdes na estrutura e diversas substituicdes

em R. A diamina lipidica apresenta dois grupos aminas e diversas substituicées em

e

NH-R? R NH-R®

R. Como se pode ver na figura 9.

COOH
AA: )\
R

NH-R! R O-R3

Figura 9 — Estruturas das aminocicloalcalonas.

NRIR?

16.9 Benzalftalida

A benzalftalida € uma estrutura formada por um anel heterociclico associado a
um anel aromatico (lactona) e com diversas substituicdes em R e um fenil. Como se

pode ver na figura 10.

Figura 10 — Estrutura da benzalftalida.
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16.10 Ftalazinona

A ftalazinona é uma estrutura formada por um anel heterociclico associado a um
anel aromatico (lactama) e com diversas substituicbes em R e um fenil. Como se

pode ver na figura 11.

Figura 11 — Estrutura da ftalazinona.

16.11 Cumarina

A cumarina € uma estrutura formada por um anel heterociclico associado a um
anel aromatico (lactona) e com diversas substituicbes em R e um fenil. Como se

pode ver na figura 12.

1
R |

F

Figura 12 — Estrutura da cumarina.

64



16.12 Imidazoisoindol

O imidazoisoindol apresenta uma estrutura formada por um anel heterociclico
associado a um anel aromatico (indol) e a uma imida e com diversas substituicoes

em R, h&a ainda a presenc¢a de um alcool e um fenil. Como se pode ver na figura 13.

Figura 13 — Estrutura do imidazoisoindol.

16.13 Chalcondide

Os chalcondide séo estruturas formadas por anéis aromaticos, um grupo cetona

e diversas substituicbes em R. Como se pode ver na figura 14.

Figura 14 — Estrutura do chalcondide.
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16.14 Pirimidoisoindol

O pirimidoisoindol tem uma estrutura formada por um anel heterociclico
associado aum anel aromatico (indol) e a uma pirimidina, ha ainda a presenca de um

alcool e um fenil. Como se pode ver na figura 15.

Figura 15 — Estrutura do pirimidoisoindol.

16.15 Vanilina

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, figura 16) € o principal componente da
baunilha natural, que € um dos componentes mais utilizados mundialmente como
flavorizante, em produtos alimentares e pessoais, com um consumo mundial anual
estimado em mais de 200 toneladas (RAO; RAVISHANKAR, 2000). A vanilina
produzida biotecnologicamente € considerada um produto natural e pode ser
produzida com baixos custos, a partir do uso de fontes renovaveis. Ela pode ser
produzida biotecnologicamente através de extratos enzimaticos ou enzimas
purificadas, micro-organismos e cultura de células de planta (BERGER, 2000). Os
principais precursores para a producdo biotecnologica de vanilina sdo eugenol,
isoeugenol, acido ferdlico e outros menos utilizados (RAMACHANDRA;
RAVISHANKAR, 1999). Além de suas propriedades como flavorizante, a vanilina
apresenta potencial antimicrobiano e tem sido utilizada como conservante natural de
alimentos (CERRUTTI et al.,, 1997). Além disso, a vanilina apresenta atividade
antioxidante através da protecdo de membranas contra a fotossensibilizagdo
induzida por danos oxidativos em mitocondrias de figado de ratos (ARUOMA, 1999;
KAMAT et al., 2000). A vanilina inibi quimica e fisicamente agentes mutagénicos
produzidos por bactéria e células mamarias tumorais (KESHAVA et al., 1998;
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SHAUGHNESSY et al., 2006). Também apresenta efeitos preventivos nos modelos
de carcinogénese de multiplos 6rgdos e hepatocarcinogénese em ratos (AKAGI et
al., 1995).

OH

Figura 16 — Estrutura quimica da vanilina.
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lIl - Objetivos

1 Objetivos gerais

Avaliar de forma prospectiva, diversas amostras de origem natural e sintética
quanto a atividade inibitoria e bactericida para o desenvolvimento de novas terapias
para Helicobacter pylori.

2 Objetivos especificos

Avaliar qualitativamente produtos naturais e sintéticos com possivel potencial
inibitorio para Helicobacter pylori SS1.

Quantificar a atividade bactericida dos produtos naturais e sintéticos com

atividade inibitoria para Helicobacter pylori SS1.
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IV - Materiais e Métodos

Netse trabalho foram testadas 147 amostras no total, sendo 37 de origem natural

e 110 de origem sintética.

1 Preparacédo dos produtos naturais e sintéticos

O extrato etandlico da prépolis vermelha (EEP), suas fraces e sub-fracdes foram
preparados pela Dr. Maria Cristina Marccuci Ribeiro da Universidade Bandeirante de
S&o Paulo - S&o Paulo. A resina bruta moida foi colocada em etanol e deixada em
mesa agitadora (shaker). Posteriormente o material foi filtrado e concentrado em
rotaevaporador até a eliminacdo do etanol, obtendo-se o EEP. A separacdo dos
compostos presentes no EEP foi realizada por cromatografia de filtracdo molecular
em coluna Sephadex LH-20 (GE Pharmacia), sendo recolhidas fragdes, que foram
concentradas. A partir das fracdes recolhidas foi utilizado um gradiente de eluicdo de
metanol em agua, sendo recolhidas suas sub-fracdes.

Os compostos extraidos da Solanum cernnum, foi realizado pela Dr. Luciane
Cruz Lopes da Universidade de Sorocaba (UNISO), Brasil. Os extratos foram obtidos
pela maceracdo dindmica com diclometano e etanol obtendo se respectivamente o
extrato bruto diclometano (EBD) e o bruto etandlico (EBE). Os extratos foram
cromatografados em coluna de silica gel 60, posteriormente, todos 0s compostos
foram purificados e identificados por meios espectroscopicos.

As plantas Solanum variabile, Cordia eucalyculata, Piper carpunya, Cissus
sulcicaulis, Sweetia subelegans e Leonurus sibiricus secas e moidas foram
colocadas em etanol (80% v/v), na razdo de 10 volumes de etanol por unidade de
massa de droga vegetal, mantidas em agitacdo, durante pelo menos 6 horas, a
temperatura ambiente (20-30°C). A eliminacdo da maior parte do solvente foi feita
mediante destilacdo azeotropica do etanol a uma pressao reduzida assegurando a
eliminacdo praticamente que completa do etanol, ndo ultrapassando os 60°C. As
fracOes destes extratos foram obtidas através da passagem de solventes com
diferentes polaridades. Os extratos destas plantas fizeram parte de um grupo de

estudos chamado Pigastrin.
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Os compostos sintéticos foram sintetizados pelo Dr. Arturo San Feliciano Martin
da Universidade de Salamanca, Espanha. estes compostos sédo derivados dos
grupos quimicos: aminocicloalcalonas, benzalftalidas, ftalazinonas, cumarinas,
imidazoisoindois, chalconodides e pirimidoisoindois. Outros compostos sintéticos
foram cedidos pelo Dr. José Agustin Pablo Quincoces Suarez da Universidade
Bandeirante de Sao Paulo - Sdo Paulo. Estes compostos sao derivados da vanilina.

2 Linhagem selecionada

O estudo da atividade anti-Helicobacter dos produtos naturais e sintéticos
bioativos, com provavel indicacdo para utilizacdo terapéutica de erradicacéo, foi
realizado utilizando a linhagem de referéncia da bactéria SS1 ou Sidney strain 1
(MONTEIRO, et al.,, 2000). Esta linhagem pertence ao Banco de Linhagens do
Laboratdrio de Microbiologia da UNIBAN Brasil — SP.

Todas as linhagens de H. pylori tiveram a pureza e viabilidade verificadas
periodicamente através da observacdo microscopica de sua forma tipica apos

coloracdo de Gram e pela presenca da enzima urease.

3 Reativacao de H. pylori em meio sélido

Os estoques mantidos em nitrogénio liquido a uma temperatura de
aproximadamente — 196°C em criotubos de 2 mL com meio Brucella Broth (Difco,
USA) com 25% de glicerol foram reativadas através de in6culo em placas de Petri
(90 x 150 mm) preparadas com meio seletivo BHI (Acumedia Manufacturing Inc,
Michigan, USA), agar-agar (Merk, Darmstadt, Germany), 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, 10 mg/L de vancomicina (Sigma Aldritch Chemie, St Louis, MO, USA),
20 mg/L de acido nalidixico (Sigma Aldritch Chemie), 2 mg/L anfotericina B (Sigma
Aldritch Chemie)(QUEIROZ et al., 1987; MENDONCA et al.,2000) . Estas placas
foram incubadas a 37°C em estufa de CO, (Revco, USA) em condicdes

microaerofilicas (12% CO;) com 95% de umidade relativa por até 3 dias.
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4 |dentificagdo das linhagens

A morfologia das bactérias, obtidas em cultura em meio sdlido, foram observadas
ao microscopio 6ptico apos coloracdo de Gram. Simultineamente, as amostras
foram confirmadas através da realizacdo do teste bioguimico que comprova a
producao de urease.

Para o teste de urease, uma parte da amostra em cultura foi adicionada a 3 mL
de meio de uréia (uréia 2%, vermelho fenol 0,05%, azida sodica 0,002%; Probac,
SP), permanecendo incubado a 37°C por um periodo de duas horas. Na presenca
da enzima urease, a uréia do meio € degradada formando amobnia, que
consequentemente altera o pH do meio e a cor para rosa, devido ao indicador

vermelho de fenol.

5 Método de difusdo em disco

Placas de Petri contendo agar sangue seletivo Muller-Hinton (Merk, Darmstadt,
Germany), 5% de sangue de carneiro desfibrinado e 2 mg/L de anfotericina B foram
inoculadas com 100 pL da suspenséo bacteriana, com a densidade ajustada para
2.0 na escala de turbidez de McFarland [Nefelobac, Probac, SP (aproximadamente 6
x 108 UFC/mL)], da linhagem de referéncia SS1.

Essa amostra foi previamente reativada, sendo espalhada por toda extenséo das
placas (duas por amostra) com auxilio da alca de Drigalsky estéril. Permaneceram
cerca de 30 minutos em ambiente microaerofilico para completa absorcdo do
excesso de liquido antes de receberem os discos impregnados com as amostras.
Um disco adicional foi utilizado como controle para comprovacdo da nhao
interferéncia de etanol, de DMSO e de Mygliol, utilizados na solubilizagcdo das
amostras, ao crescimento bacteriano.

Os discos utilizados séo semelhantes aos discos de antibidticos comercializados,
porém sem principio ativo (medindo 7 mm de diametro), no centro de cada disco
foram pipetados 10 pL de amostra a ser testada (mesmo volume para o etanol e
DMSO). Estas placas foram incubadas a 37°C em estufa de CO, (Revco, USA) em

condi¢des microaerofilicas (12% CO,), com 95% de umidade relativa por 48 horas.
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Os ensaios, em duplicata, foram analisados quanto a presenca de halos ou zonas de

inibicéo do crescimento bacteriano, sendo expressos em milimetros.

6 Método de microdiluicéo

Neste método, diluicbes seriadas das amostras sdo preparadas em microplacas
plasticas, possuindo 96 wells (pogos), distribuidos em 12 colunas e 8 fileiras cada
uma contendo um controle positivo (meio de cultura + suspensao bacteriana) , um
controle negativo (meio de cultura + amostra a ser testada). As diluicbes seriadas
foram 10 vezes menores que a concentracao anterior, para uma escala logaritmica
de base 10, ou a metade da concentracdo anterior, para uma escala de base 2,
sendo analisadas até 6 diluicbes, como demonstrado na figura 17.

Nas microplacas estéreis foram colocados meio de cultura Brucella Broth (Difco,
USA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino inativo (Cultilab, SP) e 2,5 g/L de
extrato de levedura. A fileira A € o controle positivo que permite avaliar a viabilidade
bacteriana, a fileira B, corresponde ao controle do meio de cultura e da amostra. Da
fileira C até a fileira H foram realizadas as diluices seriais. O volume final em todos
0s pocinhos deve ser o mesmo, no caso foi de 50 pL.

Cepas bacterianas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Controle positivo (meio + bactérias)

B Controle negativo (meio + produtos testados)
C 12 diluicio - 1:10

D 22 diluigio )

E 32 diluicdo

F 4 diluicio p - 1:2cadadiluicdo

G 52 diluicéo

H 62 diluicdo

Figura 17 — Esquema para prepara¢do da microplaca.

Apoés a preparacdo das placas, foram inoculados 5 pL da suspensao bacteriana
em todos os pocinhos , exceto a fileira B. A suspenséo bacteriana foi suspensa em
meio Brucella Broth (Difco, USA). A densidade bacteriana foi corrigida para o padréo
visual 2.0 da escala de McFarland [(Nefelobac, Probac, SP (aproximadamente 6 X
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10® UFC/mL)]. As microplacas permaneceram incubadas por 72 h em condi¢des de
microaerofilia a 37°C.

Através deste método, é possivel também determinar a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), que € a menor concentracdo de substancia capaz de matar mais que
99,9% do inoculo original. Para efetuar esta determinacdo foram transferidos
volumes de 2 pL de cada pocinho, com auxilio de uma micropipeta multicanal para
placas (uma placa para cada microplaca), contendo meio solido BHA, acrescido de
5% de sangue de carneiro desfibrinado e 2 mg/L de anfotericina B. Estas placas
foram incubadas a 37°C em estufa de CO, (Revco, USA) em condicdes
microaerofilicas (12% CO,), com 95% de umidade relativa por um periodo de 48-72

horas. O nao crescimento bacteriano informam a CBM da substancia em teste.
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V - Resultados

1 Avaliacdo qualitativa da influéncia no crescimento bacteriano dos

produtos naturais e sintéticos

Para detectar a possivel presenca de atividade anti- Helicobacter pylori dos
produtos naturais e sintéticos, foi utilizada a técnica qualitativa conhecida como
difusdo em discos. Os resultados obtidos por esta técnica nos permitiram obter uma
primeira avaliacdo da capacidade dos mesmos de inibir in vitro a bactéria.

Os resultados obtidos a partir dos produtos naturais (tabelas 6, 7, 8 e 9) e
sintéticos (tabelas 10, 11, 12, 13, 14 e 15) estdo apresentados nas tabelas a seguir,
os halos de inibicdo, representados em milimetros, e 0s mesmos representam a

média e o desvio padrao dos resultados obtidos em dois ensaios.

Tabela 6 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para a

prépolis vermelha, suas fracdes e suas sub-fracdes.

Propolis vermelha Média (mm)/Desvio padréo
Propolis vermelha 18,5 +/- 0,7
Prépolis vermelha Fragéo 2 -

Prépolis vermelha Fragéo 3 17,5+/-2,1
Prépolis vermelha Fragéo 4 18 +/- 2,8

Prépolis vermelha Fragéo 5 -

Prépolis vermelha Fragéo 6 19 +/-1,4

Propolis vermelha Sub-fragédo 1-4 -

Prépolis vermelha Sub-fracéo 2-4 11+/-1,4
Prépolis vermelha Sub-fracédo 3-4 15,5 +/- 0,7
Prépolis vermelha Sub-fracéo 4-4 16,5 +/- 0,7

Legenda: (-) ndo detectado

Das 10 amostra relacionadas a prépolis vermelha, a prépria prépolis vermelha, as

fracOes 3, 4 e 6, e sub-fracbes 2-4, 3-4 e 4-4 apresentaram halos de inibicao.
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Tabela 7 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para as
compostos isolados do extrato de Solanum cernuun.

Solanum cernuun Média (mm)/Desvio padrao

EE C4 (52-74) guanidina -

4994 F (39) (24 oxo) -

17/22-26 cicloeucalona -

Legenda: (-) ndo detectado

Os 3 compostos isolados da Solanum cernuun ndo apresentaram atividade

inibitéria contra Helicobacter pylori.

Tabela 8 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para as

amostras do grupo Pigastrin.

Pigastrin Média (mm)/Desvio padrao
PIG1-CAO-03/20/14i 30 +/-2,1
P1G2-CAZ-10/14i 16 +/- 0,7
P1G3-CAA-03/04/14i 9 +/-0,7
P1G4-CAO-03/00/14i 14 +/- 1,4
PIG5-COA-00/04/14i 17 +/- 0,7
PIG6-COA-00/04/10i 22 +/- 2,8
PIG7-COO-00/20/14i 9 +/-0,7
PIG8-COA-00/12/14i 13+/-1,4

Legenda: (-) ndo detectado

Todas as amostras do grupo Pigastrin apresentaram atividade inibitéria contra

Helicobacter pylori.
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Tabela 9 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para as

amostras isolados do extrato de Piper carpunya.

Piper carpunya Média (mm)/Desvio padrao
SEV1-STEG 18/6 -

SEV2 — STEG 19/6 12 +/- 0,7

SEV3 - STEG 20/6 -

SEV4 - STEG 21/6 13+/-1,4

SEV5 — STEG 22/6 11 +/-0,7

SEV6 — STEG 23/6 14 +/- 1,4

SEV7 — STEG 24/06 12 +/- 0,7

SEV8 — STEG 25/6 11,5 +/- 0,7

SEV9 — STEG 26/6 14 +/- 1,4

SEV10 - STEG 27/6 -

SEV11 - STEG 28/6 -

SEV12 — STEG 29/6 11 +/-0,7

SEV13 - STEG 30/6 12 +/-2,8

SEV14 - STEG 31/6 -

SEV15 - STEG 32/6 -

SEV16 — STEG 33/6 -

Legenda: (-) ndo detectado

Das 16 amostras testadas referente as amostras fracionadas do extrato de Piper
carpunya, 9 amostras apresentaram halos de inibicéo.
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Tabela 10 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os

compostos sintéticos derivados das aminocicloalcalonas.

Aminocicloalcalonas

Média (mm)/Desvio padrao

AC-00/00 10 +/- 0,7
AC-00/29 -
AO-00/29 15+/-1,4
AA-00/29 -
AO-13/00 -
AA-40/29 -
OA-00/04 10 +/-1,4
OA-10/28 10 +/- 0,7
OA-10/11b 25 +/- 3,5

Legenda: (-) ndo detectado

Das 9 amostras sintéticas, derivadas da aminocicloalcalonas, 5 apresentaram

halos de inibicéo.
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Tabela 11 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os
compostos sintéticos derivados da benzalftalida.

Benzalftalidas Média (mm)/Desvio padrao

B-020 -

B-1020 -

B-1030 -

B-1040 -

B-1060 -

B-1120 -

B-1150 -

B-1160 -

B-1170 -

B-1180 -

B-1220 -

B-2100 -

B-6080 13+/-1,4

B-21010 -

B-21030 -

B-21060 -

B-21110 10 +/- 0,7

B-21120 -

B-21220 -

Legenda: (-) ndo detectado

Das 19 amostras sintéticas, derivadas da benzalftalida, apenas 2 apresentaram

halos de inibicéo.
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Tabela 12 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os

compostos sintéticos do grupo das benzalftalazinonas.

Benzalftalazinonas

Média (mm)/Desvio padrao

F-020 -
F-029 12 +/- 2,8
F-060 -
F-069 24 +/- 0,7
F-1031 20 +/- 2,8
F-1060 -
F-1061 17,5 +/-4,9
F-1069 8,5 +/- 0,7
F-4061 10 +/- 0,7
F-20069 -
F-21070 -
FC-1 8,5 +/- 0,7
FC-3 9,5 +/-0,7
FC-8 8,5 +/- 0,7
F-21060 -
FCS-12 -
FCS-13 -
FCS-15 11 +/-1,4
FCS-16 17 +/- 5,65
FCS-17 -
FCS-38 -
FCS-39 -
FCS-55 -
FCS-66 -

Legenda: (-) ndo detectado

Das 24 amostras sintéticas, derivadas da Benzalftalazinona, 11 apresentaram

halos de inibicao.
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Tabela 13 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os
compostos sintéticos do grupo dos Imidazosoindois.

Imidazoisoindadis Média (mm)/Desvio padrao

[-070 -

1-1010 -

1-1030 -

[-1050 -

1-1060 -

1-1070 -

1-1080 -

1-1090 -

1-1110 15 +/

1,4

1-1120 -

1-1180 -

1-1220 -

[-21030 -

1-21050 -

[-21060 -

[-21100 -

[-21120 -
Legenda: (-) ndo detectado

De todas as amostras sintéticas, derivadas do imidazosoindol, apenas 1

apresentou halo de inibi¢ao.
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Tabela 14 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os

compostos sintéticos do grupo dos chalcondides.

Chalconoides Média (mm)/Desvio padrao
JD-48M -
JD-39M -
JD-58M 8,5 +/-0,7
JD-65M 20 +/- 2,8
JD-68M -
JD-69M 10+/-1,4
JD-80M -
JD-87M 10 +/-1,4
JD-90M 8,5 +/-0,7
JD-98M 15+/-1,4
JD-105M 10 +/-1,4
JD-146M -
JD-121M -
JD-133M 8,5+/-0,7
JD-153M 10+/-1,4
P-120 -
P-6060 13+/-1,4

Legenda: (-) ndo detectado

Das 17 amostras sintéticas, derivadas do chalcondide, 11 apresentaram halos de

inibic&o.
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Tabela 15 — Halos de inibicdo ao crescimento da H. pylori SS1 obtidos para os

compostos sintéticos derivados da vanilina.

Vanilina

Média (mm)/Desvio padrao

CH1

CH2

Ccov

COoVi

CPK-1

HB2

LP-1 (acetofenona prenilada)

O-HB1

OR1

OR2

OR3

O-VBr

Q-39 (para) (clorovinilaldeido)

11,5 +/- 0,7

QBr-39 (clorovinilaldeido bromado)

V1

V6

VN-01

23,5 +/- 0,7

VN-01 (Benzoilado)

14 +/- 1,4

VN-02

VN-04

16,5 +/- 3,5

VN-05

13+/-1,4

VN-07

14 +/- 2,8

ZC

ZC1

Legenda: (-) ndo detectado

Dos 24 compostos sintéticos derivados da vanilina, 6 apresentaram atividade

contra Helicobacter pylori.

A partir destes resultados, as amostras que apresentaram halos de inibicéo,

independente do tamanho do halo formado, foram selecionadas para a realizagéo do
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teste quantitativo, ou seja, determinagcdo da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM).

2 Determinacéo da CBM

Com o objetivo de determinar a concentracdo bactericida minima, para os
compostos anteriormente descritos como possuindo atividade anti- Helicobacter
pylori foi realizado o teste de microdiluicdo, cujo seus resultados encontram-se

expressos em duplicata nas tabelas a seguir 16 e 17.

Tabela 16 — Determinacdo da atividade anti-Helicobacter pylori dos produtos

naturais através da CBM obtida pelo método de microdiluicéo.

Produtos naturais CBM (pg/mL)

1° teste 2° teste
Propolis vermelha
Propolis vermelha <625 <625
Propolis vermelha Fragéo 3 <625 <625
Prépolis vermelha Fragéo 4 <625 <625
Prépolis vermelha Fragéo 6 <625 <625
Prépolis vermelha Sub-fracao 2-4 62,5 125
Prépolis vermelha Sub-fracédo 3-4 <625 <625
Prépolis vermelha Sub-fracéo 4-4 <625 <625
Pigastrin
PIG1-CAO-03/20/14i 100 100
PIG2-CAZ-10/14i 100 100
PIG3-CAA-03/04/14i 440 440
P1G4-CAO-03/00/14i 1 1
P1G5-COA-00/04/14i 200 200
PIG6-COA-00/04/10i 100 100
P1G7-CO0O-00/20/14i 370 370
P1G8-COA-00/12/14i 290 290
Piper carpunya
SEV2 — STEG 19/6 200 200
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Continuacao da tabela 16

SEV4 - STEG 21/6 100 100
SEV5 - STEG 22/6 10 10
SEV6 — STEG 23/6 100 100
SEV7 — STEG 24/06 100 100
SEV8 — STEG 25/6 100 100
SEV9 - STEG 26/6 200 200
SEV12 - STEG 29/6 100 100
SEV13 - STEG 30/6 200 200

Tabela 17 — Determinacdo da atividade anti-Helicobacter pylori dos produtos

sintéticos atraveés da CBM obtida pelo método de microdiluicao.

Produtos sintéticos CBM (ug/mL)

1° teste 2° teste
Aminocicloalcalonas
AC-00/00 100 100
AO-00/29 100 100
OA-00/04 500 500
OA-10/28 200 200
OA-10/11b 220 220
Benzalftalidas
B-6080 25 25
B-21110 100 100
Benzalftalazinonas
F-029 25 25
F-069 < 3,125 < 3,125
F-1031 540 540
F-1061 25 50
F-1069 25 25
F-4061 200 200
FC-1 100 100
FC-3 10 10
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Continuacao da tabela 17

FC-8 100 100
FCS-15 12,5 12,5
FCS-16 6,25 12,5
Imidazosoinddis

1-1110 500 500
Chalcondides

JD-58M 120 120
JD-65M 125 125
JD-69M 160 160
JD-87M 350 350
JD-90M 270 270
JD-98M 270 270
JD-105M 75 75
JD-133M 400 400
JD-153M 270 270
P-6060 50 50
Vanilina

VN-01 100 100
VN-01 (Benzoilado) >100 >100
VN-04 100 50
VN-05 > 100 > 100
VN-07 100 50
Q-39 (Para) (clorovinilaldeido) 100 100

As amostras foram avaliadas, segundo o critério, descrito por Holetz (2002) e
Pretto (2004), entre 10 e 100 pg/mL, considerado boa a atividade; entre 100 e 500

png/mL como atividade moderada; entre 500 e 1000 pg/mL como fraca atividade e

maior que 1000 pg/mL, foi considerado inativo, e discutidos adiante.

Somente os compostos PV 2-4, F-1061, FCS-16, VN-04 e VN-07 apresentaram

uma variagcdo quanto a concentracdo bactericida minima, esta diferenca pode ser

causada pela suspensédo bacteriana, jA que é realizada visualmente, calibragem das
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pipetas ou estabilidade das amostras testadas, devido ao tempo, ja que os testes

foram realizados em dias diferentes.
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VI - Discussao

Em 1984, Warren e Marshall descobriram uma bactéria capaz de colonizar
estbmagos humanos, e evidenciaram a associacdo entre o desenvolvimento de
patologias gastricas e a presenca desta bactéria, hoje conhecida como Helicobacter
pylori.

A infeccdo causada pela bactéria H. pylori na mucosa gastrica € considerada
como a mais frequente infec¢do crénica que ocorre em humanos (GRAHAM, 2000).
Estima-se que metade da populagcdo mundial esteja infectada por esta bactéria,
tornando-a um dos principais patdgenos da espécie humana e destacando-a como
um importante problema de saude publica (IARC, 1994; BROTMAN; TOSKES,
1996).

Em paises em desenvolvimento a ocorréncia € superior em relacdo a prevaléncia
nos paises desenvolvidos, confirmando que a situacao sdcio-econdmica é um fator
determinante e importante na prevaléncia da infeccéo, sugerindo a necessidade de
se realizar outros estudos epidemiologicos (HEATLEY, 1995).

O tratamento da infeccdo causada por H. pylori tem sido objeto de um extenso
namero de pesquisas. Preconiza-se a terapia combinada de duas, trés e até quatro
drogas, dois ou trés antimicrobianos mais um inibidor da bomba de protons (FUCCIO
et al, 2007).

A resisténcia da H. pylori aos antimicrobianos é a principal dificuldade encontrada
para o sucesso da erradicacdo podendo envolver diferentes mecanismos. Existem
quatro mecanismos principais de resisténcia: impedimento da penetracdo do
antimicrobiano, alteragcdo molecular do alvo, efluxo ativo da droga ou inativacdo do
composto (MEGRAUD, 1997).

A resisténcia bacteriana € considerada um problema inerente a terapia
antimicrobiana, por este motivo € necessario cada vez mais a busca para o
desenvolvimento de novos farmacos os quais sejam mais eficientes, desenvolvidos
a partir de origem natural ou por via sintética (SILVA et al, 2007). Infelizmente, o
ritmo de desenvolvimento de novos antimicrobianos reduziu drasticamente, sendo
anualmente introduzidos na pratica clinica apenas um pequeno numero de novos
farmacos (CHAMBERS, 2006).
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Com certeza, a principal contribuicdo para o desenvolvimento da terapéutica
moderna foi a utilizacdo das plantas medicinais, inicialmente pelos Egipcios e que
depois foi se alastrando para outras regides do mundo. Ha registros do uso de
muitas plantas medicinais, como a papoula (Papaver somnniferum), maconha
(Cannabis sativa), babosa (Aloe vera), dentre outras, ha milhares de anos antes de
Cristo. Contudo, foi somente no século XIX que se iniciou a procura pelos principios
ativos presentes nas plantas medicinais, criando assim, os primeiros medicamentos
com as caracteristicas que conhecemos atualmente (CALIXTO; SIQUEIRA, 2008).

Mais tarde gracas ao enorme progresso da Quimica Organica, o setor de
farmacos de origem sintética, que se verificou nos Ultimos anos, tende a fazer olvidar
o extraordinario papel que as drogas de origem natural desempenharam,
desempenham e desempenhardo na terapéutica, predominando atualmente o0s
farmacos de origem sintética (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988).

Como a historia j& demonstrou que o desenvolvimento de medicamentos pode
ser feito a partir de origem natural como vegetal, animal e mineral, e também por via
sintética, gracas aos progressos da quimica organica, neste trabalho foram
investigadas as atividades antimicrobianas, para H. pylori, dos produtos naturais e
sintéticos.

Para a execucao dos testes de determinacdo da sensibilidade das amostras de
H. pylori para os produtos naturais e sintéticos avaliados, quatro métodos de andlise
microbioldgica sao utilizados na literatura: o método da diluicdo em agar, 0 método
de microdiluicdo, a macrodiluicdo e o método de difusdo com discos de papel
impregnados. Na analise de suscetibilidade da H. pylori para os antimicrobianos
utilizados na terapéutica convencional, o método considerado padrdo-ouro € a
diluicho em agar, principalmente relacionado com a facilidade de crescimento
bacteriano em meio de cultura sélido. A dificuldade em se obter crescimento desta
bactéria em meios liquidos é também a principal razdo da n&o utilizacdo de métodos
como a macrodiluicdo e a microdiluicdo para a avaliacdo de drogas antimicrobianas
convencionais. O método de difusdo em disco, sendo realizado em meio sélido,
também facilita a andlise dos resultados, entretanto, apresenta como duas grande
desvantagens: a baixa reprodutibilidade e o aspecto apenas qualitativo dos

resultados.
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No inicio dos estudos com produtos naturais e sintéticos com potencial anti-
Helicobacter, entretanto, verificou-se uma grande dificuldade relacionada com a
solubilizacdo e homogeneizacéo de alguns compostos em meio soélido, necessarios
para a utilizacdo do método de diluicdo em agar. Devido a este aspecto, 0s métodos
liguidos de andlise foram padronizados, especialmente aqueles que envolvem
pequeno volume de meio de cultura, de forma a permitir tanto um melhor
crescimento bacteriano quanto a uma economia de produtos analisados, muitas
vezes de dificil obtencéo.

Inicialmente, foi realizado um screening qualitativo pelo método de difusdo em
discos impregnados. Este ensaio visa, primeiramente, avaliar a capacidade de
determinada substancia em inibir o crescimento bacteriano, apresentando halos de
inibicdo. As amostras que produziram halos de inibicdo foram selecionadas para
serem gquantificadas através do método de microdilui¢cdo, fornecendo a concentracao
bactericida minima (CBM). Porém as amostras que ndo apresentaram halos de
inibicdo, ndo devem ser descartadas ainda, o ndo aparecimento do halo pode ser
devido a baixa capacidade de difusdo destas amostras através do meio de cultura,
devendo ser melhor investigadas.

A maioria dos antibidticos utilizados na pratica clinica é ativo contra cepas de
testes a um nivel de pelo menos 10 pg/mL. Um agente puro que nao € ativo a pelo
menos 100 pug/mL torna-se improvavel que se torne um antibiético de uso clinico, a
menos que seja ativo contra organismos recalcitrantes ou relativamente atoxicos
(MITSCHER et al. 1972).

Para classificacdo da atividade antimicrobiana utilizou-se 0s seguintes critérios:
atividade entre 10 e 100 ug/mL, foi considerado como boa; entre 100 e 500 pug/mL
como atividade moderada; entre 500 e 1000 pg/mL como fraca atividade e maior que
1000 pg/mL, foi considerado sem atividade. Estes critérios tem sido empregados por
outros autores (HOLETZ et al., 2002; PRETTO et al., 2004).

As amostras de prépolis vermelha apresentaram, até presente momento, bons
resultados com relacdo a atividade anti-H. pylori, possuindo agcédo bactericida em
concentracbes menores que 62,5 pg/mL para a maioria das amostras relacionadas,
exceto para a sub-fracdo 2-4 que apresentou CBM de 62,5 pg/mL no 1° teste e 125
Hg/mL no 2° teste. Existe ainda a necessidade de realizar mais diluicbes para se

obter um resultado ainda mais preciso, ja que o alcance minimo nesta metodologia
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foi de 62,5 pg/mL. A andlise quimica dos constituintes da propolis vermelha
identificou compostos fendlicos, triterpendides, isoflavondides, benzofenonas
preniladas e epoxido de naftoquinona (TRUSHEVA et al., 2006). Esses compostos
podem ser responsaveis pela maior atividade anti-Helicobacter encontrada, ja que
foi relatado atividade antibidtica, antifungica, e atividade antioxidante de
triterpendides naturais (KIM; JUNG; MIN, 2001). O composto 2,3-epoxi-2-(3-metil-2-
butenil)-1,4-naftalenodiona  (epoxido de  naftoquinona) demonstrou  ser
antibacteriano, antifingico e apresentou propriedades citotoxicas (PERRY; BLUNT,;
MUNRO, 1991). Isoflavonéides também sdo bem conhecidos por sua atividade
antimicrobiana e antifungica (DIXON; PAIVA, 1995).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 0leos
essenciais produzidos pelas plantas como uma consequéncia do metabolismo
secundério, também sao reconhecidas empiricamente ha séculos e tiveram
comprovacédo cientifica apenas recentemente (JANSEN; SCHEFFER; BAERHEIM,
1987). Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais
de plantas nativas tem sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba,
México, entre outros, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na
utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico
(MARTINEZ et al., 1996; NAVARRO et al., 1996; AHMAD; BEG, 2001; MAHASNEH
et al., 1999; DUARTE et al., 2005).

As amostras do grupo Pigastrin foram discutidas genericamente, pois
informacdes referentes as estas amostras estéo protegidas.

A amostra PIG4-CAO-03/00/14i do projeto Pigastrin apresentou uma
concentracdo inibitéria muito boa, de 1 pug/mL, merecendo ser melhor estudada, as
amostras  PIG1-CAO0-03/20/14i, PIG2-CAZ-10/14i e  PIG6-COA-00/04/10i
apresentaram concentracdes de 100 pg/mL, consideradas boas; e as amostras
PIG3-CAA-03/04/14i, PIG5-COA-00/04/14i, PIG7-CO0-00/20/14i e PIG8-COA-
00/12/14i tiveram concentracdes na faixa de atividade moderada.

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias
com propriedades antimicrobianas, € esperado que programas de triagem possam
descobrir compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antibidticos
(AHMAD; BEG, 2001). Entretanto, as investiga¢cdes cientificas visando determinar o

potencial terapéutico das plantas sado limitadas, existindo a falta de estudos
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cientificos experimentais que confirmem as possiveis propriedades antibidticas de
um grande numero dessas plantas. Espera-se que compostos que atinjam, nas
células, alvos diferentes daqueles utilizados pelos antibiticos conhecidos, sejam
ativos contra patogenos resistentes (SARTORATTO et al., 2004).

A Piper carpunya é uma planta conhecida no Equador e Colémbia por ser
amplamente utilizada pela medicina popular como medicamento anti-inflamatorio e
anti-ulcera e também tem demonstrado propriedades dermatolégicas, anti-diarréica
e anti-parasitaria (DIAZ et al. 1986). Recentemente, esta planta tem demonstrado
ser protetora contra lesdes gastricas induzidas pelos AINES (anti-inflamatorios néo
esteroidais) em ratos (BERENGUER et al., 2007). Entretanto, ndo h&a muitos estudos
a respeito dos mecanismos envolvidos na protecdo gastrica e nos efeitos anti-
inflamatorios desta planta. Com relacdo aos resultados obtidos, a fracdo SEV5 —
STEG 22/6 merece destaque j& que apresentou uma boa concentragao inibitoria, 10
pHg/mL, enquanto que as amostras SEV4 — STEG 21/6, SEV6 — STEG 23/6, SEV7 —
STEG 24/06, SEV8 — STEG 25/6 e SEV12 - STEG 29/6 apresentaram
concentracbes de 100 pg/mL, considerada uma boa concentracdo também. As
amostras SEV9 — STEG 26/6 e SEV13 — STEG 30/6 tiveram uma atividade
moderada, de 200 pg/mL.

As aminocicloalcalonas derivadas dos alcaldides sdo compostos nitrogenados
heterociclicos, apresentando uma grande diversidade estrutural, o que pode explicar
as diferencas nas concentracdes bactericidas minimas dos produtos aqui testados.
Neste trabalho, as aminocicloalcalonas apresentaram concentragdes bactericida
minima, de 100 pg/mL para AC-00/00 e AO-00/29 (boa), e de 200, 220 e 500 pg/mL
(moderada) para OA-10/28, OA-10/11b e OA-00/04, respectivamente, como
demonstra os resultados.

As benzalftalidas séo derivados estilbénicos que contém um heterociclo
oxigenado. Podem ser encontradas na natureza ou obtidas de forma sintética por
diferentes métodos. Apresentam atividades biolégicas diversas, como anti-
histminica, antibacteriana e ansiolitica (MATSUDA et al, 1999; ZAMILPA et al, 2005).
Neste estudo, os derivados da benzalftalida, B-6080 e B-21110 apresentaram uma
boa atividade, apresentando concentragédo bactericida minima de 25 pg/mL e 100

ng/mL, respectivamente.
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As benzalftalazinonas e os chalconoides sdo derivados das chalconas. A
literatura descreve a atividade antibacteriana das chalconas para bactérias tanto
Gram positivas como para Gram negativas, e que seu efeito inibitério esta
relacionado com os padrées de substituicdo dos anéis aromaticos (SIVAKUMAR,;
PRIYA; DOBLE, 2009; AVILA et al., 2008). Apesar das benzalftalazinonas e dos
chalcondides pertencerem ao mesmo grupo quimico, as benzalftalazinonas
apresentaram melhores resultados, a amostra F-069 mostrou atividade bactericida
minima em concentracdes inferiores a 3,125 pg/mL, seguido das amostras FC-3 e
FCS-15 que apresentaram valores de 10 pug/mL e 12,5 pg/mL, respectivamente,
FCS-16 apresentou bons resultados, porém valores discordantes de 6,25 pg/mL e
12,5 pg/mL, essa diferenca de resultados pode ter ocorrido durante a realizacdo da
metodologia, enquanto que o melhor resultado dos chalcondides foi de 75 pg/mL,
como demonstra o s resultados.

Os imidazosoinddis sdo compostos derivados de alcaldides indélicos, que sao
alcaléides que possui um anel de indol como parte de sua estrutura. Os alcaldides
inddlicos estdo descritos na literatura apresentando diversas atividades bioldgicas,
atuando nos sistemas neurotransmissores opiaceos, GABAérgicos, colinérgicos,
muscarinicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos, atividades antimicrobianas e
parasitarias, e também citotoxica (PEREIRA et al., 2007). Quanto a atividade anti-H.
pylori, neste trabalho o produto imidazosoindol 1-1110 apresentou uma concentragao
bactericida moderada de 500 pg/mL.

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) € um dos compostos aromaticos mais
apreciados no mundo e um importante flavorizante para alimentos, bebidas e é
usada também em produtos farmacéuticos. Possui varios efeitos como prevencao de
doencas, antimutagénico, antioxidante, conservante e antimicrobiano (CERRUTTI,
ALZAMORA, 1996; FARTHING et al., 1999; SHAUGHNESSY et al., 2001). Os
derivados da vanilina apresentaram concentracdes inibitorias de 100 pg/mL (boa)
em sua maioria, com discordancia de resultados em VN-04 e VN-07, apenas as
amostras VN-01 (Benzoilado) e VN-05 que mostraram resultados superiores a 100
pg/mL (moderado), limite maximo de deteccdo do método para estas amostras.

No presente momento, alguns dos produtos testados mostraram-se excelentes

compostos anti-H. pylori, merecendo um aprofundamento nos estudos em relagéo a
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esses compostos, para que talvez no futuro esses compostos sejam uma alternativa

na terapia de erradicacdo da Helicobacter pylori.
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VIl = Concluséo

- Das 147 amostras testadas, 59 apresentaram atividade anti-Helicobacter in
vitro, sendo 24 de origem natural e 35 de origem sintética.

- Os compostos isolados da Solanum cernuum ndo apresentaram atividade anti-
Helicobacter.

- O composto PIG4-CAO-03/00/14i do grupo Pigastrin foi o que apresentou a
menor concentracao bactericida minima.

- O grupo que apresentou 0 maior numero de compostos com a menor
concentracdo bactericida minima foi os derivados da benzalftlazinona, sendo
considerado um grupo promissor para futuras pesquisas.

- O grupo da propolis vermelha, Piper carpunya e vanilina ndo apresentaram uma
variagdo significativa em suas concentragfes bactericidas minimas.

- Alteracdes na estrutura quimica das moléculas levam a um aumento ou
diminuicdo da atividade antimicrobiana, ou até mesmo a perda completa de

atividade.
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