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RESUMO

A infeccdo por H. pylori esta associada com o desenvolvimento de diversas
desordens clinicas do trato gastrointestinal superior, como gastrite, doenca
ulcerosa péptica e cancer gastrico. Ha séculos medicamentos baseados em
plantas tém sido usados no tratamento de uma variedade de infec¢des, inclusive
em desordens gastrointestinais, e varios produtos naturais tém demonstrado
atividade antimicrobiana frente ao Helicobacter pylori. O presente trabalho avaliou
a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos fluidos de algumas plantas
utilizadas na medicina popular brasileira, como Malva sylvestris, Chamomilla
recutita, Maytenus ilicifolia, Plantago major, Rheum rhaponticum, Bixa orellana,
Curcuma longa, Nasturtium officinale e llex paraguariensis, contra isolados clinicos
de Helicobacter pylori. Paralelamente foi determinada a prevaléncia do
microrganismo nos pacientes atendidos no Servico de Endoscopia Digestiva do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), na cidade de
Curitiba-PR e pesquisada a presenca de genes de viruléncia a partir do DNA
extraido das amostras clinicas. Das 81 amostras de biopsias gastricas analisadas,
42 (51,2%) apresentaram cultura positiva para H. pylori. Foi observado que a
prevaléncia do microrganismo aumentou significativamente de acordo com a idade
(p < 0,0003): 20-29 anos 25% (2/8); 30-49 anos 51,7% (15/29); 50-80 anos 56,8%
(25/44) e nenhuma diferenga significativa relacionada ao sexo foi encontrada
(p=0,9526). Entre os genes de viruléncia pesquisados, o gene napA esteve
presente em 100% das amostras analisadas e o gene cagA, em 92,3%. Para a
associacado dos alelos s e m do gene vacA, obteve-se porcentagens de 56,2 %,
2,1%, 2,1% e 39,6% para o0s genétipos slml, slm2, s2ml e s2m2,
respectivamente. Dos extratos vegetais analisados, o de llex paraguariensis
apresentou melhor atividade anti-Helicobacter pylori, seguido da Chamomilla
recutita. Estudos clinicos posteriores sdo necessarios para confirmar a atividade
anti-Helicobacter in vivo destes extratos.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; atividade antimicrobiana; extratos fluidos de
plantas; genes de viruléncia.



ABSTRACT

Infection by Helicobacter pylori has been associated with the development of
several upper gastrointestinal clinical disorders, such as gastritis, peptic ulcer
disease and gastric cancer. There are many centuries that medicine based on
plants have been used on treatment of a different infections, including
gastrointestinal disorders, and natural products have been shown antimicrobial
activity against H. pylori. This work evaluated the in vivo antimicrobial activity of the
fluids extracts of plants used on the Brazilian medical folk, such as Malva
sylvestris, Chamomilla recutita, Maytenus ilicifolia, Plantago major, Rheum
rhaponticum, Bixa orellana, Curcuma longa, Nasturtium officinale and Illex
paraguariensis, against H. pylori. Concurrently it was determined the prevalence of
the microrganism in patients attended at Endoscopy Service from the Clinical
Hospital of the Federal University of Parana, from Curitiba city, PR and realized the
molecular characterization of virulence genes from the extracted DNA of the
clinical samples. Among the 81 gastric biopsies analyzed, 42 (51,9%) presented
positive culture for H. pylori. It was observed that the prevalence of microrganism
increased significantly according to the age (p < 0,0003), as follow: 20-29 years
25% (2/8); 30-49 years 51,7% (15/29); 50-80 years 56,8% (25/44) and no one
significant difference related to sex it was found (p=0,9526). Among the virulence
genes searched, the napA gene it was present in 100% of the analyzed samples
and the cagA gene, in 92,3 %. For the association of the alleles s e m do of vacA
gene, it was achieved percentage of 56,2 %, 2,1%, 2,1% and 39,6% to the s1ml,
slm2, s2ml e s2m2 genotypes, respectively. From the extracts of plants analyzed,
llex paraguariensis shown better anti-Helicobacter pylori activity, followed from the
Chamomilla recutita. Clinical further studies will be necessary to confirm the in vivo
anti-Helicobacter activity of this extracts.

Key words: Helicobacter pylori; antimicrobial activity; fluids extracts of plants;
virulence genes.



1. INTRODUCAO

Helicobacter pylori € um bacilo gram negativo curvo que foi isolado pela
primeira vez pelos pesquisadores australianos Barry Marshall e J. Robin Warren.
Desde a sua descoberta, em 1983, este microrganismo tem sido associado a
etiopatogenia de diversas doencas do aparelho digestivo, como gastrite, doenca
da Ulcera péptica e cancer gastrico (KUSTERS et al., 2006).

Varios estudos tém demonstrado que a distribuicdo do microrganismo nao
ocorre de maneira uniforme nos grupos populacionais, variando de acordo com a

idade, raca, condi¢do socio-econémica e regido geografica.

A alta prevaléncia da infeccdo por H. pylori observada na populacao
mundial, comparada com a presenca relativamente baixa das doencas associadas
a ele, sugere que os isolados bacterianos tém significados clinicos diferentes e
ressalta-se, portanto a importancia da pesquisa de marcadores moleculares, a fim
de identificar qual gendtipo bacteriano apresentaria um risco maior de desenvolver
doencas severas. Assim, apenas nos individuos em que os sinais clinicos da

infeccéo estariam presentes, a terapia da erradicacao seria recomendada.

Ha séculos medicamentos baseados em plantas tém sido usados no
tratamento de uma variedade de desordens gastrointestinais, como dispepsia,
gastrite e doenca da Ulcera péptica e varios produtos naturais tém demonstrado
atividade antimicrobiana frente ao H. pylori.

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
quanto a espécie humana. Durante um longo periodo de tempo, as plantas tém
sido avaliadas como fonte de produtos naturais utilizadas no auxilio a saude,
especialmente nas Ultimas décadas, com estudos intensivos para a terapia

natural.

Os registros sobre as espécies de plantas superiores investigadas séo
poucos na literatura, assim como o potencial do meio ambiente, foi pouco

explorado, em relacéo a rica diversidade biolégica do Brasil.
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O alto indice de resisténcia observado na terapéutica tradicional utilizada no
tratamento das infec¢des bacterianas, e entre elas, na erradicacao do H. pylori, faz
com gue seja necessario desenvolver métodos alternativos. Além da faléncia do
tratamento devido a resisténcia bacteriana, pode ocorrer a falta de cooperacéo do
paciente, em decorréncia dos efeitos colaterais apresentados pelos medicamentos
prescritos, ou ainda a recidiva da infecgcdo. Assim, é de extrema importancia
procurar novas e efetivas drogas com acéo anti-Helicobacter pylori, e plantas se

apresentam como uma alternativa importante na obtencédo de novos compostos.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Caracterizar molecularmente os principais genes de viruléncia de H. pylori
provenientes de biopsias gastricas e determinar sua terapéutica associada a

medicina popular brasileira.

1.1.2. Objetivos especificos

e Avaliar, entre os extratos fluidos de Bixa orellana, Chamomilla recutita,
Curcuma longa, llex paraguariensis, Malva sylvestris, Maytenus ilicifolia,
Nasturtium officinale, Plantago major e Rheum rhaponticum testados, qual
apresentou melhor atividade anti-Helicobacter pylori in vitro.

e Verificar a ocorréncia do H. pylori nos pacientes atendidos no servico de
Endoscopia Digestiva do Hospital de Clinicas da UFPR.

e Pesquisar a presenca dos genes de viruléncia napA, cagA e vacA nas

amostras de H. pylori isoladas através de técnicas moleculares.

e Investigar a associagcdo entre a presenca dos genes de viruléncia

estudados e os achados clinicos.



20

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. HISTORICO

No final do século XIX e inicio do século XX, varios pesquisadores
relataram a presenca de um microrganismo espiralado no estbmago de animais,
entre eles Rappin, em 1881 (SOLNICK e SCHAUER, 2001). Posteriormente o
patologista italiano Bizzozero descreveu, em 1892, a presenca de microrganismos
em formato de espiral associados com vacuolos nas células da mucosa gastrica
de caes. Na mesma época, Pel (1899) reportou a relacdo entre a presenca de
uma bactéria semelhante no suco gastrico de humanos e desordens
gastrointestinais altas. Anos mais tarde, em 1938, Doenges realizando autopsias
encontrou espiroquetas em grande parte (43%) dos estdbmagos analisados
(KUSTERS e KUIPERS, 2001).

Durante varias décadas estes relatos foram considerados irrelevantes e
esquecidos, provavelmente devido ao fato que os bacilos gastricos observados
ndo podiam ser cultivados em laboratério, pela dificuldade de obtencdo das
amostras clinicas humanas (STORM, 2006) ou ainda pela alta prevaléncia desta
bactéria no estbmago de varias pessoas sem nenhum significado clinico
(KUSTERS et al., 2006). Este posicionamento perdurou até o inicio da década de
1980, época em que Warren e Marshall realizaram seus experimentos
(MARSHALL e WARREN, 1984).

Robin Warren e Barry Marshall estavam convencidos de que a bactéria
vista em cortes histolégicos podia ser cultivada e esta determinacéo finalmente
resultou, em 1983, no isolamento de uma bactéria gram-negativa flagelada em
formato espiral (MURPHY, 2001). A bactéria foi inicialmente denominada
Campylobacter like organism, passando a Campylobacter pyloridis e mais tarde,
por corregcdo gramatical, foi chamada de Campylobacter pylori (MAHON e

MANUSELIS, 1995). Apoés varios estudos bioquimicos e genéticos, em 1989, seu
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nome foi alterado para Helicobacter pylori, o primeiro membro de um novo género
(SOLNICK e SCHAUER, 2001).

2.2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

2.2.1. Taxonomia

O género Helicobacter pertence a subdivisdo Epsilon das Proteobacterias,
ordem Campylobacterales, familia Helicobacteraceae. Esta familia também inclui
0s géneros Wolinella, Flexpira, Sulfurimonas, Thiomicrospira e Thiovulum. Até o
momento, o género Helicobacter consiste de 27 espécies, sendo que 20 destas
sao reconhecidas oficialmente, e as demais aguardam o reconhecimento formal
(KUSTERS et al., 2006).

2.2.2. Morfologia

A bactéria H. pylori € um bacilo espiral gram-negativo, ndo formador de
esporos (MURRAY et al., 2003), cujas dimensdes variam de 0,5 um a 1 um de
didametro e 3 a 5 um de comprimento (WINDSOR e O’'ROURKE, 2000). Apresenta
de 4 a 6 flagelos unipolares, que diferente de outros microrganismos, contem um
bulbo na porgao terminal (LADEIRA et al., 2003).

Outra caracteristica morfologica importante do H. pylori esta relacionada
com seu comportamento em situacfes adversas, como apods o cultivo prolongado
in vitro ou terapia antimicrobiana, nestas situacdes a bactéria pode ser convertida
da forma espiral para a forma cocoide. Assim, 0 microrganismo pode apresentar
duas formas distintas, a de bacilo espiralado, ou também denominado helicoidal e
a forma cocoide (KUSTER et al., 1997).

A conversao morfolégica do microrganismo ocorre através de uma etapa

intermediaria em que a bactéria passa por forma de “ U ” para finalmente terminar
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como cocotide (SORBERG et al., 1996). Acredita-se que esta Ultima caracteriza
morte celular, embora alguns pesquisadores tém sugerido que a forma cocoide
possa representar um estado viavel, porém nao cultivavel da bactéria (KUSTERS
et al., 2006).

Apesar da forma espiral do H. pylori ser normalmente considerada como a
responsavel pela patogenicidade, ambas as formas podem ser encontradas no
estbmago ou duodeno humano e, mesmo havendo varios estudos, o papel da

forma cocdide na patogénese bacteriana permanece incerto (COLE et al., 1997).

2.2.3. Fatores de colonizagao

O estbmago humano ingere muitos microrganismos a cada dia, mas a
maioria ndo consegue colonizar a regido com sucesso. Uma das mais importantes
propriedades do estdmago € seu pH &cido, que pode ser inferior a 2 no limen
gastrico, impedindo a proliferacdo da maioria das bactérias. Na camada de muco
que recobre as células epiteliais gastricas, existe um gradiente de pH, de
aproximadamente 2 na superficie luminal e de 5 a 6 na superficie da célula
epitelial (ALGOOD e COVER, 2006).

Inimeras substancias produzidas pela mucosa gastrica limitam a
proliferacdo da bactéria e impedem sua colonizagdo no estdmago. Porém,
baseado na alta prevaléncia do H. pylori em humanos por todo o0 mundo, pode-se
presumir que 0 mesmo possui mecanismos para se livrar destas defesas do
hospedeiro (ALGOOD e COVER, 2006).

A principal adaptacdo do H. pylori ao ambiente hostil estomacal € a
producdo de uma enzima, a urease. A peculiaridade da urease desta bactéria em
especial é a sua atividade e producdo abundante, totalizando até 6% de todas as
proteinas bacterianas produzidas (MEGRAUD, 2005).

A urease atua promovendo a hidrolise da uréia, presente em condi¢cdes
fisiologicas no suco gastrico, levando a producdo de amoénia. A maior parte da

urease sintetizada pela bactéria situa-se em seu citoplasma. Assim, a producéo de
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amonia depende da entrada de uréia na bactéria, que € controlada por uma
proteina de membrana sensivel ao pH, a urel. Esta proteina atua como um canal,
que também permite o refluxo de urease, aumentando o pH periplasméatico e do
microambiente proximo e prevenindo acumulo téxico de uréia dentro da bactéria.
Desta maneira, a bactéria fica protegida dos efeitos deletérios do pH &cido do
estbmago (LADEIRA et al., 2003) e é capaz de colonizar e se multiplicar na
mucosa gastrica (BLACK, 2002).

A bactéria, na fase precoce de colonizacdo, necessita atravessar a camada
de muco que protege o epitélio gastrico. Tal camada € formada por um gel
viscoelastico que confere protecdo quimica e mecénica ao revestimento epitelial,
inclusive contra bactérias (OWEN et al., 2003). No entanto lipases e proteases
sintetizadas pelo H. pylori degradam a camada de muco, facilitando a progressao
da bactéria (LADEIRA et al., 2003).

Para ser capaz de sobreviver na mucosa digestiva, onde ha baixa presséo
de oxigénio, € necessario que a bactéria se adapte e apresente um equipamento
enzimatico especifico. A maioria das bactérias pertencentes ao género
Helicobacter necessitam de uma tensdo de oxigénio relativamente reduzida e os
21% de oxigénio presentes no ar sdo toxicos para elas. O ambiente adequado
para seu desenvolvimento, com estas caracteristicas, € préximo aos espacos
intercelulares das células epiteliais gastricas (MEGRAUD, 2005).

A morfologia em espiral associada aos flagelos favorece a capacidade de
colonizacdo do estdmago (SILVEIRA et al., 2005), pois 0s mesmos sao recobertos
com uma camada de fosfolipidio, cuja funcéo é proteger a bactéria da acidez do
suco gastrico. Estes flagelos apresentam duas sub-unidades: Fla A e Fla B, e os
dois genes correspondentes sao responsaveis pela motilidade, como foi provado
por experimentos de inativacdo dos mesmos. Entretanto, muitos outros genes
estdo envolvidos na formacdo e regulacdo da estrutura flagelar. Outra
caracteristica importante dos flagelos do H. pylori é que eles também estédo
ligados a quimiotaxia. Assim, a bactéria pode ser atraida por substancias
especificas, como a uréia (MEGRAUD, 2005).
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A presenca de enzimas, como a catalase e superéxido dismutase (SOD),
permite que o microrganismo escape dos compostos gerados pelo processo da
fagocitose, impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro (LADEIRA, et al., 2003).
A catalase é expressa dentro e fora da célula, além do espaco periplasmatico. A
SOD ¢ localizada na superficie bacteriana e mutantes da SOD se mostram
incapazes de colonizar a mucosa gastrica, quando testada em modelo
camundongo. A presenca destas enzimas relacionadas com alteracdo do DNA das
células epiteliais gastricas indica que elas também podem ser consideradas como
fator de viruléncia (MEGRAUD, 2005).

2.3. GENES ASSOCIADOS A VIRULENCIA

O resultado clinico da infeccdo pelo H. pylori é determinado pela complexa
interacdo entre fatores do hospedeiro e da bactéria. Enquanto os fatores do
hospedeiro permanecem desconhecidos, a identificacdo dos fatores especificos
da bactéria avanca continuamente. Até o presente, a biotipagem, a analise do
genoma e a diversidade plasmidica permitiram a identificacdo de cerca de
quarenta cepas néo-relacionadas epidemiologicamente. As variagcbes gendmicas
observadas nas cepas de H. pylori podem ser responsaveis pela codificacdo de
diferentes fatores de viruléncia, capazes de determinar diversos tipos de lesdo no
hospedeiro (LADEIRA et al., 2003).

2.3.1. Gene cagA

O gene cagA (cytotoxin-associated gene A) foi o primeiro marcador
genético detectado em H. pylori. O gene codifica a proteina cagA, que esta
presente, em maior freqiiéncia, em amostras isoladas de pacientes com ulceras
péptica do que nas amostras obtidas em pacientes com gastrite (COVACCI et al.,

1993) e estd fortemente associado ao risco para desenvolvimento de cancer
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gastrico (PEEK, 1999). As cepas cagA+ tendem a ser mais virulentas e induzem
niveis mais altos de expresséo de citocinas, tais como as interleucinas IL-1b e IL-8
(BLASER e BERG, 2001), induzindo uma resposta inflamatéria mais intensa
(CENSINI et al., 1996).

O gene cagA é considerado um marcador da ilha de patogenicidade cag
(cagPAl), a qual possui de 35 a 40 Kb e é composta por mais de 31 genes
(MEGRAUD, 2005). A ilha cagPAI é um componente do genoma do H. pylori que
contém genes homaologos aos de outras bactérias e que codificam componentes
do sistema de secrec¢do do tipo IV. Atua como uma agulha, servindo para injetar
moléculas efetoras da bactéria na célula hospedeira, permitindo que a bactéria
module vias do metabolismo celular da célula hospedeira, incluindo a expressao
de proto-oncogenes (LADEIRA et al., 2003).

A estrutura do gene revela uma regido 5’ altamente conservada, mas com
uma regido 3' com numero variavel de sequéncias repetitivas, o que leva a
variacdo do comprimento da proteina. Como a proteina cagA é fortemente
imunogénica, qualquer variacdo em seu comprimento pode levar a diferentes
respostas do hospedeiro, incluindo diferentes graus de resposta inflamatoria
(LADEIRA et al., 2003).

2.3.2. Gene vacA

O gene vacA (vacuolating cytotoxin gene A) codifica a producdo de uma
citotoxina vacuolizante, considerada importante fator na etiopatogénese da ulcera
péptica. Apesar do gene estar presente em todas as amostras de bactéria, apenas
aproximadamente metade delas produz vacuolizac&o celular in vitro, 0 que sugere
a existéncia de uma diversidade genética (ASHOUR et al, 2002). A
heterogeneidade dos alelos vacA pode ser um fator determinante nas variagdes
das doencas entre os pacientes infectados por H. pylori (ATHERTON et al., 1999).

O gene vacA compreende duas partes variaveis, s e m. A regiao s, que

codifica o sinal peptidico, esta localizada no final da cadeia 5’ e possui dois alelos,
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sl ou s2, sendo que para o alelo s1 existem trés subtipos: sla, slb e slc. A regiao
m (média) esta localizada na regido mediana do gene e possui 0s alelos m1 ou
m2 (ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998).

A combinacdo em mosaico dos alelos da regido s com os alelos da regiao
m determina a producdo e a especificidade da atividade da citotoxina,
responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria (ATHERTON et al., 1995; VAN
DOORN et al., 1998). Todas as linhagens possuem um dos tipos de sequéncia
sinal e um dos tipos da regidao mediana, ou seja, podemos ter slml, slm2, s2m2
e 0 menos comum s2ml (ATHERTON et al., 1997).

A presenca do alelo sl esté relacionada com a producao de citotoxina, e a
do alelo m1, a producdo em maior quantidade da proteina. Assim, 0os genotipos
slml e s1m2 codificam a producdo de citotoxina e 0o s2m2 esta presente em
amostras nao citotoxicas (ASHOUR et al., 2002).

As cepas do tipo ml estdo associadas a maior risco de danos as células
epiteliais do que as do tipo m2 (ATHERTON et al.,, 1999; VAN DOORN et al.,
1999) e alguns estudos tém demonstrado a associacdo entre infeccao gastrica por
H. pylori contendo o alelo s1 e um risco maior de desenvolver doenca ulcerosa
péptica, quando comparados com pacientes infectados com s2 (ATHERTHON et
al., 1999; VAN DOORN et al., 1999).

Os efeitos celulares produzidos pelo gene vacA, incluem a vacuolizacéo,
alteracdo da funcdo endolisossdbmica, formacdo de poros na membrana
plasmética, apoptose e permeabilizacdo da camada epitelial. A citotoxina
vacuolizante atinge diferentes alvos celulares, incluindo as vesiculas endociticas,
as mitocondrias, o citoesqueleto e as juncdes das células epiteliais (GODOY,
2002).

2.3.3. Gene cagE

Cepas cagA+ de H. pylori sdo conhecidas por induzir a liberacdo de IL-8

pelas células epiteliais da mucosa gastrica, ocasionando a migracédo de neutrofilos
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durante o processo inflamatorio (CRABTREE et al., 1995). No entanto, cepas
cagA negativas também induzem aumento da secrecdo de IL-8. Isto é devido ao
fato de que a proteina cagA néo atua diretamente sobre a IL-8. O gene ligado ao
aumento da producdo de IL-8 é o cagE, que € um dos genes da ilha cag
(LADEIRA et al., 2003).

2.3.4. Gene iceA

Recentemente, Peek e colaboradores (1998) descreveram outro gene do H.
pylori denominado iceA (induced by contact with epithelium), o qual apresenta dois
alelos: iceAl e iceA2. A relacédo do gene iceAl com a infeccdo humana ainda nao
estd muito clara e foi sugerido que este alelo estaria associado a ulceracdes
duodenais (VAN DOORN et al.,, 1998). A funcdo do alelo iceA2 também é
desconhecida (LADEIRA et al., 2003).

A expressao do gene iceA ¢é regulada pelo contato do H. pylori com as
células epiteliais da mucosa gastrica e a expressao deste alelo é associada a

Ulcera péptica e cancer gastrico (PEEK et al., 1999).

2.3.5. Gene napA

O gene napA (neutrophils-activating protein) foi descrito por Evans Jr. e
colaboradores (1995) e sua expressao esta relacionada ao potencial de inducdo
de inflamacdo, inclusive em cepas cagA negativas.

A gastrite induzida pelo H. pylori é caracterizada por um infiltrado
inflamatorio constituido de neutréfilos, linfocitos, plasmdécitos e macrofagos. A
intensidade da inflamacé&o correlaciona-se com a severidade dos danos induzidos
a mucosa e ao DNA. O produto do gene, a proteina Hp-nap, induz aderéncia de
neutrofilos as células endoteliais e estimula a producdo de espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio pelos neutrofilos (LADEIRA et al., 2003).
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2.3.6. Outros genes de viruléncia

A capacidade do H. pylori em colonizar o estdbmago humano pode ser
atribuida ndo s6 a presenca de substancias bacterianas especificas, como a
urease, flagelos, mas de outras mdltiplas proteinas de membranas, incluindo Bab
A (blood group antigen-binding protein), Sab A (sialic acid binding adhesin A), Alp
A, Alp B (adhesion associated lipoproteins) e Hop Z (Helicobacter outer proteins),
produzidas por seus genes especificos e que podem mediar a aderéncia do

microrganismo as células epiteliais gastricas (ALGOOD e COVER, 2006).

2.4. RESPOSTA IMUNOLOGICA

Uma resposta imune adequada consiste em eliminar o agente agressor sem
comprometer a integridade e a funcéo do 6rgdo envolvido. Durante a infeccdo por
H.pylori ha predominio de células T helper; (Th;), enquanto as células T helper;
(Thy) estdo praticamente ausentes. Isto resulta em uma resposta imune
inadequada, que ndo consegue eliminar o microorganismo invasor. Além disso,
células Th; induzem a producéo de anticorpos e citocinas, que contribuem para o
aumento do processo inflamatério, com consequentes danos as células do
hospedeiro (LADEIRA et al., 2003).

Uma resposta imune humoral ocorre no estbmago das pessoas ao serem
infectadas por H. pylori e varios tipos de leucdcitos estdo normalmente presentes,
além dos niveis de vérias citocinas, incluindo interferon gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL) IL-1p, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10 e IL-18,
estarem aumentados no estbmago de humanos infectados com o microrganismo
(ALGOOD e COVER, 2006). A IL-1B € um importante fator de iniciacdo e
amplificagdo da resposta inflamatoria (LADEIRA et al., 2003) e a IL-8 é um
mediador de migracdo de neutréfilos durante o processo inflamatorio (CRABTREE
et al., 1995).
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Com o objetivo de evitar a resposta imune e colonizar a mucosa gastrica, 0
H. pylori apresenta moléculas semelhantes as do hospedeiro, como os antigenos
de Lewis. Antigenos X e Y de Lewis, similares aos expressos ho eritrocito
humano, estdo presentes em 80% das cepas. Uma consequéncia é a baixa
toxicidade do LPS do H. pylori em comparacdo ao LPS das Enterobactérias
(MEGRAUD, 2005).

Em um estudo com voluntérios infectados com H. pylori, anticorpos
especificos da classe IgM estavam presentes no soro dos pacientes durante 4
semanas apoés a infeccdo. Anticorpos da classe IgA e IgG em individuos com
infeccdo crbnica sdo dirigidos a varios antigenos bacterianos. Células produtoras
de anticorpos especificos da classe IgA e IgM séo detectadas na mucosa gastrica
de individuos infectados e anticorpos da classe IgA secretora sdo detectados no
suco gastrico, o que sugere que a infeccdo por H. pylori também produz uma
resposta imune local na mucosa gastrica (ALGOOD e COVER, 2006).

2.5. PATOGENICIDADE

A colonizacéo por H. pylori € uma condi¢do que aumenta o risco relativo de
um individuo em desenvolver inUmeras desordens clinicas do trato gastrointestinal
superior (KUSTERS et al., 2006). A bactéria € aceita como a principal causa de
gastrite histologica e pela maioria dos casos de doenca ulcerosa péptica, duodenal
ou gastrica; estando também envolvida no desenvolvimento de adenocarcinoma
do estbmago e linfoma priméario associado ao tecido linféide de mucosa gastrica
(TYTGAT, 2000).

A mucosa do estdbmago contém células que secretam suco gastrico,
composto por enzimas proteoliticas e é&cido cloridrico. Outras células
especializadas produzem uma camada de muco que protege o estdmago da

digestdo. Se esta defesa € rompida, uma inflamacdo no estdbmago ocorre, a

gastrite. Esta inflamagcdo pode entdo progredir para uma area ulcerada.
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Anteriormente pensava-se que o acido era o agente primario desta inflamacéo e a
terapia era dirigida a drogas que inibiam a liberacdo de &cido. O pensamento
corrente € que o sistema imune reage a presenca do H. pylori e inicia a inflamacéo
(TORTORA et al., 2000). Logo ap6s a coloniza¢do bacteriana, desenvolve-se uma
inflamacéo aguda, dita gastrite aguda, que evolui para gastrite cronica superficial
ou ainda, para gastrite cronica ativa (PARENTE, 2003).

Apesar da colonizacao gastrica por H. pylori induzir & gastrite histolégica em
todos os individuos infectados, apenas uma minoria desenvolve algum sinal clinico
aparente desta colonizacgéo. E estimado que individuos infectados tenham de 10 a
20% de risco de desenvolver doenca ulcerosa ao longo de sua vida, e 1 a 2% de
desenvolver cancer gastrico. O risco de desenvolver estas doencas depende da
variedade genética da bactéria e do hospedeiro, além de fatores ambientais
(KUSTERS et al., 2006).

Bidpsias de mucosa gastrica que sdo persistentemente infectadas por H.
pylori apresentam como caracteristica fundamental um aumento na concentragdo
de varios tipos de leucdcitos, quando comparadas com biépsias nédo infectadas
(DIXON et al., 1996). Esta resposta inflamatoria ao H. pylori tem sido denominada
gastrite crénica superficial (DIXON et al., 1996; WARREN, 2000).

A gastrite cronica pode ser tdo branda de modo a ndo causar sinais clinicos
ou apresentar sinais perceptiveis, ou ainda, produzir dor e indigestdo. A gastrite
pode evoluir, com formacao de Ulceras pépticas, que séo lesdes ocasionadas pela
eliminacdo do tecido inflamatério morto e pela constante exposi¢cdo ao &cido
(BLACK, 2002).

A forma mais comum de gastrite, com predominio da regido antral,
predispbe ao aparecimento de Ulceras duodenais, enquanto a gastrite do tipo
atrofica ou fundica apresenta a maior probabilidade de levar ao surgimento de
Ulcera gastrica e carcinoma gastrico (SUERBAUM e MICHETTI, 2002).

A forte correlacdo existente entre Ulcera péptica e colonizagdo com H. pylori

tem sido constantemente demonstrada por varios pesquisadores, seja na
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patogénese, como no tratamento da doenca (KUIPERS e MALFERTHEINER,
2004).

Embora a gastrite esteja associada, nha maioria das vezes, a colonizacao
por H. pylori, outras causas podem induzir a gastrite, como doenca de Crohn,
anemia perniciosa, dano quimico devido ao uso abusivo de alcool ou o uso
prolongado de droga anti-inflamatéria ndo esteréide (NSAID) (KUSTERS et al.,
2006).

A relagéo na interacdo entre H. pylori e o uso de NSAID na etiologia da
doenca ulcerosa ainda ndo é conclusiva, porém a erradicacdo do microrganismo
em usuarios crénicos de NSAID diminui a incidéncia da mesma (KUIPERS e
MALFERTHEINER, 2004).

A dispepsia funcional ou n&o ulcerosa, patologia em que o H. pylori pode
estar envolvido, é definida como a presenca de sintomas dispépticos no trato
gastrointestinal superior, sem uma anormalidade estrutural identificavel durante o
diagnéstico, incluindo, em particular a endoscopia digestiva. Sintomas dispépticos
podem ter um carater semelhante a outras doencas, como queimacdo e
regurgitamento, sensacao de saciabilidade, ndusea, dor e vomitos (KUSTERS et
al., 2006). As pesquisas tentando comprovar a correlacdo entre dispepsia ndo
ulcerosa e infeccéo pelo H. pylori permanecem controversas (TYTGAT, 2000).

A doenca do refluxo gastroesofagico (GERD) tem sido considerada, ao
longo dos anos, de ocorréncia independente a presenca de H. pylori, entretanto,
estudos atuais sugerem que 0 microrganismo pode proteger o individuo no
desenvolvimento da GERD. Este conceito foi reforcado pela observacao repetida
da baixa prevaléncia de H. pylori em pacientes com GERD, particularmente de
cepas mais virulentas (FALLONE et al., 2000), porem com a erradicacdo da
bactéria, os individuos tratados nao apresentaram um aumento no risco de
desenvolvimento de novos episddios de GERD (VAIRA et al., 2003).

A inflamacao cronica induzida por H. pylori pode também, enventualmente,
desencadear uma sequéncia de eventos evolutivos, onde o estagio inicial é o

surgimento da gastrite crénica, seguida de atrofia gastrica, metaplasia intestinal,
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displasia e terminado com o desenvolvimento de cancer géastrico (CORREA,
1992). Estima-se que a colonizacdo gastrica pelo H. pylori aumenta o risco de
desenvolvimento do cancer gastrico em aproximadamente 10 vezes, e com este
achado, H. pylori foi classificado como carcinégeno do grupo | pela Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer, da Organizacdo Mundial de Saude (IARC,
1994).

A mucosa gastrica humana, em seu estado normal, ndo contém tecido
linféide, mas a infeccdo cronica por H. pylori pode resultar na aquisicdo um
infiltrado denso de linfécitos e plasmoécitos ou até apresentar a formacao de
pequenos agregados de hiperplasia linféide, denominado tecido linféide associado
a mucosa (PARENTE, 2003). Em raros casos, uma populacdo monoclonal de
células B, vindas deste tecido, comecam a proliferar vagarosamente até formar um
linfoma, o linfoma da mucosa gastrica associado ao tecido linféide (linfoma MALT).
Este tipo de linfoma ocorre em menos de 1% dos individuos infectados com H.
pylori (KUSTERS et al., 2006).

Embora na maioria das pessoas ndo ocorram consequéncias clinicas da
colonizacéo por H. pylori, entre 10 a 15% irdo apresentar alguma sintomatologia,
como as descritas acima (FRENCK, 2003). Além de causar doencgas no trato
gastrointestinal, o microrganismo também est4 associado a desordens extra-
gastrointestinais, incluindo doenca cardiaca coronariana, desordens
dermatolégicas como a rosacea e a urticaria idiopatica, tireoidite autoimune,
purpura trombocitopénica, anemia por deficiéncia de ferro, sindrome de Guillain-
Barré, entre outras (KUSTERS et al., 2006).
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2.6. EPIDEMIOLOGIA

2.6.1. Prevaléncia

H. pylori tem sido foco de intensas pesquisas realizadas nas ultimas duas
décadas, motivadas pelo reconhecimento de seu papel como a principal causa de
Ulcera péptica e um fator de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico. A
bactéria coloniza a mucosa gastrica de mais da metade da populacdo mundial
(DATTA et al., 2003) e as pesquisas tém demonstrado que a distribuicdo da
infeccdo ndo ocorre de maneira uniforme nos diversos grupos populacionais, ela
varia de acordo com a idade, raca, condi¢cdes soOcio-econbmicas e regido
geografica (BROWN, 2000).

Nos paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América do Sul, a
prevaléncia reportada pode variar de 80 a 100% e mais de 50% das criangas
tornam-se infectadas antes do 10 anos de idade (PEREZ-PEREZ et al., 2003).
Em estudo realizado na cidade de Belo Horizonte (MG) com individuos entre sete
meses e 16 anos, observou-se que o individuo mais jovem infectado tinha 3 anos
e gue a taxa de infeccdo aumentava com a idade, atingindo 82% dos individuos
maiores de 12 anos (LADEIRA et al., 2003). A alta prevaléncia observada nos
paises em desenvolvimento pode ser atribuida principalmente as condi¢cdes
sanitarias precéarias (KUSTERS et al., 2006).

Em paises desenvolvidos, ndo é comum encontrar crian¢as infectadas por
H. pylori. A taxa de infeccdo aumenta cerca de 1% a cada ano de idade para
individuos acima dos 20 anos, eventualmente atingindo uma média de 20 a 30%
entre os adultos, como observado nos Estados Unidos (BLACK, 2002). Ja em
idosos, a pesquisa de anticorpos circulantes tem demonstrado que
aproximadamente 50% séao infectados (FORBES et al., 1998).

A prevaléncia da infeccdo também pode variar de acordo com as diferentes
patologias: esta presente em 95% dos pacientes com Ulceras duodenais, em 70%

daqueles com ulcera gastrica. Na América Latina, onde as taxas de cancer no
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estbmago sdo as mais altas no mundo este microrganismo esté relacionado em
89% dos casos (BLACK, 2002).

Diferencas na taxa de infeccdo podem ser observadas dentro de um pais,
como no Brasil. Em artigo de revisdo realizado por Ladeira e colaboradores
(2003), foi encontrada uma prevaléncia de 59,9% no Rio de Janeiro (RJ), 73,3%
em Sao Paulo (SP), 83% em Santa Maria (RS) a 96% em Sao Luis (MA). Estas
oscilacdes encontradas nas diferentes regides sao devido as diferentes dimensdes

continentais e desigualdades socio-econémicas.

2.6.2. Transmissao

A infeccdo € adquirida predominantemente na infancia (RAHMAN et al.,
2003). Estudos tanto no nosso meio como em paises desenvolvidos demonstram
a importancia da mée e irmaos em sua transmisséao (BITENCOURT et al., 2006).
O risco de uma crianca ser infectada esta intimamente relacionado com a
presenca ou auséncia de membros da familia infectados (KIVI et al., 2003).

As taxas de infeccdo aumentam significativamente com a idade, o que é
atribuido ao efeito coorte, ou seja, a maior prevaléncia observada em individuos
mais velhos reflete o maior risco de aquisicdo da infeccdo que essas pessoas
tiveram quando criangas (BITENCOURT et al., 2006).

As vias de transmissdo do microrganismo ainda ndo estdo completamente
esclarecidas. Mais estudos epidemiolégicos precisam ser realizados na tentativa
de se descobrir 0 exato mecanismo de transmissédo da infecgcdo. O conceito de
gue o0 microrganismo seja transmitido pelas vias fecal-oral, oral-oral e gastro-oral
tem sido aceito por muitos pesquisadores (MEGRAUD e BROUTET, 2000; KIVI et
al., 2003).

Os seres humanos sédo considerados, até o momento, como a principal
fonte de transmisséo da infeccdo (VAN DUYNHOVEN e DE JONGE, 2001) e,
embora tenha sido constatada a colonizacdo no estbmago de gatos e primatas por

H. pylori, estas observagfes néo justificariam plenamente a vasta distribuicdo
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mundial do patégeno entre os seres humanos, tornando pouco provavel que estes
animais possam representar reservatorios ou fontes de transmisséo da infecgéo
(FOX, 1995).

Estudos realizados por Banatvala (1993) e Ferguson (1993) evidenciando a
presenca do microrganismo em placas dentarias e saliva, respectivamente,
reforcam o conceito de que H. pylori pode ser transmitido pela via oral-oral.

Alguns autores sugerem que a via de transmissdo gastro-oral poderia ser
responsavel pela transmissdo da infeccdo entre criancas mais jovens, pois uma
grande quantidade da bactéria esta presente em amostras de vomitos (MEGRAUD
e BROUTET, 2000) e também foi relatado que trabalhar com pacientes infectados
com H. pylori aumenta o risco de aquisicdo do microrganismo (MELO et al., 2003).

Varios trabalhos tém demonstrado a presenca de H. pylori em fezes de
criancas e de adultos contaminados (THOMAZ, 1992; KELLY et al., 1994;
NOTARNICOLA et al.,1996), sugerindo que a agua seria 0 meio de propagacao da
bactéria. Este fato ocorreria principalmente em paises em desenvolvimento, onde
o tratamento dos efluentes ndo é adequado (HEATLEY, 1995).

Em estudos realizados por Esclick e colaboradores (1997) foi relatado que o
microrganismo poderia ser transmitido sexualmente por via oral-anal (ESLICK et
al., 1997) e o risco de transmissdo da bactéria através do procedimento de
endoscopia foi descrito por Langenberg e colaboradores (1990).

Além das causas ambientais que contribuem para a transmissdo de H.
pylori, ha estudos que indicam que fatores do hospedeiro exercem importante
papel nas taxas de infeccdo e nas consequéncias patolégicas induzidas pelo
microrganismo (SAKAGAMI et al., 1996; ATHERTON, 1997; KAPADIA, 1997).

2.7. TERAPIA ANTIMICROBIANA

O tratamento de infeccbes causadas por H. pylori tem sido objeto de um

extenso numero de estudos. Varios tempos de duracdo do tratamento, doses e
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combinac¢des de drogas tém sido propostos (KUSTERS et al., 2006). Derivados
imidazélicos (predominantemente metronidazol e timidazol), alguns macrolideos
(em particular a claritromicina e algumas vezes a azitromicina), tetraciclina e
amoxicilina sdo provavelmente as drogas mais usadas para a terapia de
erradicacéo de H. pylori (MEGRAUD e LAMOULIATTE, 2003).

A utilizacdo da monoterapia no tratamento de H. pylori ndo é recomendada,
pois estudos demonstram que mesmo utilizando o antimicrobiano mais eficaz
contra 0 microrganismo, o0 mesmo € ineficiente na erradicacdo do microrganismo
(GRAHAM et al, 1993; PETERSON et al., 1993; MEGRAUD, 1995).

A terapia dupla, combinacdo de duas doses diarias de um inibidor de
bomba proténica com amoxicilina, ainda € usada em alguns paises, mas a maioria
tem substituido pela terapia triplice. Esta combina dois antimicrobianos com um
composto de bismuto ou um inibidor de bomba proténica (KUSTERS et al., 2006;
MEGRAUD e LEHOURS, 2007). Os sais de bismuto e os inibidores de bomba
protbnica também apresentam atividade anti-H. pylori, mas para expressarem
esta atividade, os mesmos necessitariam de uma alta concentracao, a qual ndo é
aceitavel in vivo, pois seria toxica para o organismo (MEGRAUD et al., 1991).

Uma alternativa mais moderna é a terapia quadrupla, que combina sais de
bismuto, um inibidor de bomba protdnica e dois antimicrobianos (KUSTERS et al.,
2006). Recentemente o uso da furazolidona tem sido proposto. Entretanto, como
sua eficacia é limitada, e muitos pacientes ndo a toleram, ela é utilizada em
pacientes que apresentam isolados resistentes ao metronidazol.

Ocasionalmente o uso de ciprofloxacina e outros antimicrobianos, como
rifampicina e estreptomicina, tem sido relatado, mas estas drogas parecem nao
apresentar grandes vantagens sobre as demais (KUSTERS et al., 2006).

Durante o primeiro encontro do Nucleo Brasileiro para o Estudo de H. pylori,
realizado em 1997, foi recomendado a classe médica brasileira, dois esquemas
terapéuticos iniciais para a erradicacdo da bactéria: terapia tripla com omeprazol,
claritromicina e amoxicilina e uma op¢do mais econdmica com subcitrato de
bismuto, tetraciclina e furazolidona (CARVALHAES et al., 1997).
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O Nucleo também sugeriu trés esquemas terapéuticos, para retratamento,
compostos por: inibidor de bomba protonica, azitromicina, amoxicilina e subcitrato
de bismuto; uma outra opcéo utilizando o inibidor de bomba protdnica associado a
subcitrato de bismuto, tetraciclina e metronidazol ou inibidor de bomba proténica

com claritromicina e amoxicilina foi sugerida(CARVALHAES et al., 1997).

2.8. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

H. pylori, assim como M. tuberculosis e outras poucas bactérias, adquire
resisténcia por mutacdo. Assim, 0 mecanismo de resisténcia ndo envolve
plasmideos, que sdo transmitidos horizontalmente, mas mutacdes pontuais, as
quais sao transmitidas verticalmente. A transformacdo pode ocorrer, se duas
cepas estiverem presentes simultaneamente no estdbmago. A consequéncia é um
aumento progressivo na taxa de resisténcia devido a pressdo seletiva
(MEGRAUD, 2007).

Entre os mecanismos de resisténcia existentes, o sistema de bomba de
efluxo ndo representa grande impacto na resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos (BINA et al.,, 2000), e a tetraciclina parece ser o0 Unico
antimicrobiano que apresenta este mecanismo (DAILIDIENE et al., 2002). J4 o
mecanismo de tolerancia € observado na amoxicilina, a qual também expressa,
embora raramente, o mecanismo de resisténcia por mutacédo (DORE et al., 1999).

O microrganismo apresenta resisténcia intrinseca aos glicopeptideos,
polimixinas, acido nalidixico, trimetoprim, sulfonamidas, nistatina, anfotericina B e
cicloheximide, sendo que alguns destes antimicrobianos s&o utilizados como
agentes seletivos em meios de cultura no isolamento priméario do microrganismo
(MEGRAUD, 2007).

O aumento na resisténcia a determinados antimicrobianos utilizados no
tratamento das infec¢cdes por H. pylori tem sido descrito em inUmeros trabalhos
(BARDHAN et al., 1998; MEYER et al., 2002) e é considerado, atualmente, como



38

um problema emergente. Embora as taxas globais de resisténcia a amoxicilina
sejam normalmente inferiores a 1% (KIM et al., 2001), as taxas de resisténcia a
claritromicina variam de 8 a 30% e ao metronidazol de 15 a 66% (HIYAMA et al.,
2003; MCMAHON et al., 2003). Em paises em desenvolvimento, a prevaléncia de
bactérias resistentes ao metronidazol € muito mais elevada (50 a 80%) (TORRES
et al., 2001; NAHAR et al., 2004).

Em estudo realizado com linhagens brasileiras para determinar a
resisténcia primaria aos antimicrobianos, a resisténcia ao metronidazol,
amoxicilina e claritromicina verificada foi de 42%, 29% e 7%, respectivamente.
Dados sobre a furazolidona (4%) e a tetraciclina (7%) também foram apresentados
(MENDONCA et al., 2000).

As taxas de erradicacdo da infeccdo variam de acordo com a terapia
escolhida, podendo oscilar de 50 a 95% (MCLOUGHLIN et al., 2004) e a
resisténcia antimicrobiana € o principal fator que influencia a eficacia do
tratamento (HUNT et al., 2000; MEGRAUD e LAMOULIATTE, 2003). Outros
fatores podem interferir na taxa de erradicacéo, entre eles, o consumo de alcool,
sexo, tabagismo, idade, tipo e gravidade da infeccdo, carga bacteriana (NERI et
al., 2003) e reinfeccdo (MEGRAUD e LAMOULIATTE, 2003).

A claritromicina parece ser o antimicrobiano mais relevante na terapia de
erradicacao contra H. pylori. Quando a resisténcia a este antimicrobiano esta
presente, a média na taxa de erradicacdo da terapia triplice associada a um
inibidor de bomba proténica diminui de 89% para 25% (SAVARINO et al., 1999;
DORE et al., 2000). A reducdo na taxa de erradicacdo com resisténcia ao
metronidazol também ocorre, porém nao tdo acentuadamente como a observada
para a claritromicina, sendo encontrada em média, uma reducdo de 25% na
eficacia do tratamento (MEGRAUD, 2007).
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2.9. DIAGNOSTICO

A infeccdo por H. pylori pode ser diagnosticada por diferentes técnicas,
invasivas ou ndo (KONEMAN et al., 2001). Os métodos microbiologicos e
histopatolégicos, bem como as técnicas de biologia molecular para a pesquisa
direta do microrganismo na mucosa gastrica, sdo considerados métodos
invasivos, pois os fragmentos de mucosa sdo obtidos por
esofagogastroduodenoscopia. Os métodos nado invasivos ou indiretos,
compreendem a pesquisa de anticorpos contra 0 microrganismo em amostras de
soro, urina e saliva, a pesquisa de antigenos de H. pylori nas fezes e o teste
respiratorio com uréia marcada (FRANCISCO JR et al., 2004; BITENCOURT et
al., 2006).

Diante da importancia de H. pylori em doencas gastroduodenais, houve o
interesse em se encontrar métodos diagnosticos que fossem sensiveis,
especificos, praticos e de custos acessiveis para evidenciar sua presenca na
mucosa gastrica. Até o momento, porém, ndo ha um método que preencha todos
esses requisitos. Frente a esta limitacdo, tem sido recomendada a concordancia
de resultados em dois ou mais métodos para constituir um critério diagnéstico
(FRANCISCO JR et al., 2004).

2.9.1. Técnicas que requerem endoscopia

A endoscopia digestiva alta € o método de investigacdo de escolha para o
diagndstico da doenca ulcerosa péptica, porém, na gastrite associada ao H. pylori,
muitos individuos podem ter uma aparéncia normal da mucosa. A distribuicdo da
bactéria e do processo inflamatorio ocorre por zonas, o que pode levar a um erro
de amostragem, resultando em resultados falso-negativos da biopsia, cultura e do
teste de rapido da urease. Como recomendagdo minima, duas bidpsias devem ser
retiradas a partir de 5 cm do piloro e multiplas sec¢des devem ser examinadas por
histologia (DUNN et al., 1997).
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Além de estabelecer o diagnostico e localizacdo da Ulcera, o método
permite a obtencdo de fragmentos de biopsia para estudo histopatologico e
pesquisa de H. pylori (BITENCOURT et al., 2006).

2.9.1.1. Técnicas moleculares

Sao usadas para diagnostico da infeccao, genotipagem dos marcadores de
viruléncia do H. pylori e determinacdo de susceptibilidade da bactéria aos
antimicrobianos, tanto em amostras isoladas, quanto em fragmentos de biopsia
(BITENCOURT et al., 2006).

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) detecta sequéncias
especificas de acidos nucléicos da bactéria, utilizando oligonucleotideos sintéticos,
gue agem como primers para a replicacdo enzimatica das sequéncias de DNA
definidas (FRANCISCO JR et al., 2004). A PCR pode também ser realizada a
partir de material incluido em parafina (CLAYTON et al., 1992).

O exame é altamente especifico e a sensibilidade superior a 95% (ROTIMI
et al., 2000; KINDERMANN et al., 2000), mas por sua complexidade e custo é

pouco utilizado no Brasil.

2.9.1.2. Teste rapido da urease

O teste rapido da urease é o método mais simples, menos dispendioso e
que fornece resultado dentro de horas ou mesmo minutos, dependendo da
densidade das bactérias presentes na mucosa (FRANCISCO JR et al., 2004).

Este teste € baseado na principal caracteristica bioguimica da bactéria, a
producdo da enzima urease, que hidrolisa a uréia em gas carbdnico e amonia.
Assim, uma amostra € inoculada em um meio contendo uréia e um indicador de
pH. Caso a urease esteja presente, a uréia é convertida em amonia, gerando
aumento do pH e subsequente mudanca na coloracdo do meio de cultura
(KONEMAN et al., 2001).
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Este teste pode produzir resultados falso-negativos, em razado da
distribuic&o irregular da bactéria na mucosa, devido ao uso de antimicrobianos ou
de inibidor de bomba proténica (BITENCOURT et al., 2006) e resultados falso-
positivos, se outros microrganismos produtores de urease estiverem presentes na
amostra (KONEMAN et al., 2001).

FIGURA 1 - TESTE RAPIDO DA UREASE
FONTE: http://student.bmj.com/back_issues/0298/data/0298ed.htm student.bmj.com

2.9.1.3. Cultura

A deteccdo do H. pylori através da cultura ndo é facil de ser realizada,
devido a dificuldade no acesso a seu nicho ecoldgico e a fragil natureza deste
microrganismo (MEGRAUD, 2007). Seu isolamento a partir de fragmentos de
mucosa gastrica é o metodo mais especifico para o diagnostico da infeccdo e
permite, também, o estudo da amostra quanto a presenca de fatores de viruléncia
e a susceptibilidade aos antimicrobianos (BITENCOURT et al., 2006).

A bactéria é microaerdfila e o cultivo com sucesso da espécie requer

umidade atmosférica mantida a 37°C com niveis reduzidos de oxigénio (5 a 10%)
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e aumento nos niveis de didxido de carbono (5 a 12%). Hidrogénio atmosfeérico (5
a 10%) também é requerido para o crescimento deste microrganismo (MURRAY et
al., 2003).

O crescimento bacteriano pode ser afetado por diversos fatores, como o
namero de bidpsias analisadas, o meio de cultura utilizado, a duracdo e a
temperatura do transporte das amostras e o proprio método de cultivo (ALVAREZ,
2006).

Apesar da especificidade elevada do método (100%) (MEGRAUD, 2007),
os valores de sensibilidade variam de 77 a 100% (WESTBLOM et al., 1992;
OGATA et al., 2001).

2.9.1.4. Histologia

O exame histologico permite a observacao direta de H.pylori e, a0 mesmo
tempo, fornece informacdes sobre a morfologia tecidual. Os métodos de coloracao
usados para demonstracdo do microrganismo sao hematoxilina-eosina, o corante
de prata Whartin-Starry e o corante de Giemsa. O corante de prata Whartin-Starry
€ a técnica preferivel, apesar do custo. O corante de Giemsa, menos dispendioso,
constitui a segunda opc¢éo (FRANCISCO JR et al., 2004).

A sensibilidade e especificidade do método histolégico na pesquisa do
microrganismo em cortes histoldégicos depende principalmente, da experiéncia do
patologista (BITENCOURT et al., 2006) e podem variar de 95,6 a 96,8% e 97,7 a
100%, respectivamente (MEGRAUD, 2007).
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FIGURA 2 - ANALISE HISTOLOGICA DA BIOPSIA GASTRICA UTILIZANDO
COLORACAO DE GIEMSA, ONDE SE OBSERVA A PRESENCA DE H. pylori.
FONTE: http://s99.middlebury.edu

2.9.2. Técnicas nao endoscopicas
2.9.2.1. Teste respiratorio da uréia

O principio do teste respiratorio da uréia requer gue 0 paciente ingira uma
solucdo de uréia isotopicamente marcada com **C ou **C. Caso H. pylori esteja
presente, a enzima urease catalisara a hidrélise da uréia, sendo o dioxido de
carbono marcado absorvido pela corrente sanglinea e detectado pelo ar expirado.
Caso o paciente ndo esteja infectado, ndo ocorrera a liberacdo de dioxido de
carbono marcado e a maioria do is6topo sera eliminada sem modificagdo na urina
(ATHERTON et al., 1997; DUNN et al., 1997).
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O teste apresenta sensibilidade de aproximadamente 95%, porém
resultados falso-negativos sdo observados quando o paciente estd em uso de
inibidor de bomba de prétons ou antimicrobianos (BITENCOURT et al., 2006) e
resultados falso-positivos podem ocorrer devido a hidrdlise da uréia por outras

bactérias presentes no estdbmago (MEGRAUD, 2007).

2.9.2.2. Deteccédo de anticorpos

A infeccdo por H. pylori induz, na mucosa gastrica do hospedeiro, uma
resposta imune sistémica e local, incluindo a elevagéo dos niveis de 1gG e IgA no
soro e niveis de IgA secretora e IgM no estdmago, permitindo deste modo o
desenvolvimento de testes soroldgicos para a deteccdo do microrganismo. Estes
métodos ndo invasivos sdo rapidos, simples de realizar e de baixo custo, quando
comparados as técnicas que requerem endoscopia (DUNN et al., 1997).

Entre os varios meétodos disponiveis, o de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorvent Assay) ou aglutinacao por latex sdo os mais usados, podendo
ocorrer, porém, resultados falso-negativos em criancas, idosos, ou em individuos
imunocomprometidos, por ndo desenvolverem reagdo imunoldgica contra a
infeccdo (ATHERTON, et al., 1997).

A sensibilidade e especificidade do método podem variar de acordo com a
técnica empregada, a idade do paciente, amostra clinica utilizada e método
comparativo, podendo a sensibilidade oscilar de 95,6 a 98,4 % e a especificidade
de 88,4 a 92,6 (MEGRAUD, 2007).

Os testes imunoenzimaticos para pesquisa de anticorpos na urina e saliva
sdo ainda menos sensiveis e especificos do que os realizados no soro
(BITENCOURT et al., 2006).
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2.9.2.3. Deteccéo de antigenos nas fezes

A deteccdo de antigenos de H. pylori em amostras de fezes é feita por
método imunoenzimatico empregando anticorpos mono ou policlonais. Como € um
método ndo invasivo, também pode ser usado para estudos epidemiolégicos
(BITENCOURT et al., 2006).

A sensibilidade do método é de aproximadamente 90% (MEGRAUD, 2007),
porém, deve-se salientar que o transporte e a manutencdo adequados das
amostras sdo etapas essenciais na obtencdo de bons resultados e sangramento
no trato gastrointestinal. O uso de antimicrobianos e de inibidor de bomba de
prétons diminuem a sensibilidade do teste (BITENCOURT et al., 2006).

2.10. FITOTERAPIA

As informacdes sobre o uso de plantas medicinais e suas virtudes
terapéuticas foram sendo acumuladas durante séculos, e muito deste
conhecimento empirico se encontra disponivel atualmente. De dominio publico, o
conhecimento de plantas medicinais representou e ainda representa o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Esta prética, que se
caracteriza pela utilizacdo de recursos naturais como forma de tratamento e cura
de doencas é tdo antiga quanto a espécie humana (BUFFON et al., 2001).

Durante varios séculos o homem vem buscando na natureza, a cura para
seus males, em especial, nos vegetais, 0os quais sao considerados verdadeiros
laboratoérios bioquimicos complexos que, dentre varias substancias, sintetizam os
principios ativos naturais. Além disso, a Fitoterapia € uma terapia tradicional
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como forma de apoio as
acOes de atendimento primario & saude (COWAN, 1999).

A Fitoterapia € um método de tratamento das enfermidades que emprega

vegetais frescos, drogas vegetais, ou ainda extratos vegetais preparados com
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estes dois tipos de matérias primas. Atualmente, ndo s6 no Brasil, mas também
em diversos paises, um grande numero de vegetais vem sendo utilizado como
fonte alternativa de medicamentos. Segundo pesquisa realizada nos Estados
Unidos, cerca de 60% dos farmacos lancados no mercado entre 1985 e 1995 séo
de origem natural. Entre 0s europeus e asiaticos observou-se um aumento de 35%
desde a década de 1970. Isto significa dizer que 0 mundo esta voltando as
atencOes cada vez mais para a Natureza (BRESSOLIN e CECHINEL FILHO,
2003).

Estudos revelam que o mercado mundial de produtos farmacéuticos
movimenta cerca de US$ 320 bilhdes ao ano, dos quais US$ 22 bilhdes sao
oriundos de fontes naturais. Estima-se que, no Brasil, 25% dos US$ 8 bilhdes do
faturamento da indUstria farmacéutica sejam derivados de plantas (SIMOES et al.,
1999).

Considerando que o Brasil possui a flora mais rica do mundo em matéria
prima para a producdo de fitofarmacos (cerca de 1/3 do total) e que apenas
aproximadamente 8% da mesma foi estudada, é de suma importancia que se
busque nestas plantas uma fonte alternativa de medicamentos, visando no futuro
a obtenc&o de novos farmacos mais eficazes e especificos (SIMOES et al., 1999).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese orgéanica e de
novos processos biotecnolégicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sao originarios de plantas (CUNICO et al., 2004).

As mesmas arvores, arbustos e ervas empregados pelos povos antigos
para tratar doencas e amenizar dores e incomodos continuam a ser valorizados na
atualidade. Com o desenvolvimento da fitoterapia, muitos dos principios fisicos,
guimicos e propriedades farmacologicas das plantas medicinais e dos produtos
naturais encontram-se bem estabelecidos, auxiliando no processo de

desenvolvimento de novos farmacos (DI STASI, 1996).
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2.10.1. Fitoquimica e propriedades farmacologicas das plantas medicinais

O numero de produtos naturais produzidos por plantas é muito elevado
(DEMAIN, 2000). Ao se estudar uma planta com relacdo as suas caracteristicas
fitoquimicas, deve-se considerar a existéncia de dois grupos distintos de
metabdlitos, que sdo importantes para o seu desenvolvimento: 0os metabdlitos
primarios, encontrados em todos os sistemas vivos, essenciais ao crescimento e a
vida, como os aminoacidos, monossacarideos, lipideos, entre outros e o0s
metabdlitos secundarios, que sao produtos do metabolismo especifico,
relacionados aos processos adaptativos. Os metabdlitos secundarios sé&o
biossintetizados a partir de metabdlitos primarios, com distribuicéo restrita a certas
plantas e microrganismos (as vezes caracteristicos de um dado género ou
espécie); e caracterizados por uma enorme diversidade quimica, como por
exemplo, os alcalbides, esterdides, terpendides, flavondides, etc. Em geral, o
termo “produto natural” é sinbnimo de metabdlito secundario (BRESSOLIN e
CECHINEL FILHO, 2003).

Uma das principais caracteristicas da droga corresponde a presenca de
principios ativos, que sdo naturalmente encontrados nas espécies vegetais, e se
apresentam como substancias quimicamente definidas responsaveis pela
atividade farmacodindmica, ou seja, pelos efeitos terapéuticos ou atividades
bioldgicas apresentadas em determinado organismo vivo (DI STASI, 1996).

Nas Ultimas décadas tem-se verificado um grande avanco cientifico
envolvendo os estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que
visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas. A avaliacdo do
potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes tem
sido objeto de incessantes estudos, onde muitas destas substancias apresentam
possibilidades de futuramente, virem a ser aproveitadas como agentes medicinais
(CECHINEL FILHO, 1998).

Neste contexto, foram analisados os extratos obtidos a partir das plantas

Bixa orellana L., Chamomila recutita L., Curcuma longa L., llex paraguariensis A.
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St.-Hil.,, Malva sylvestris L., Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch., Nasturtium
officinale R. BR., Plantago major L. e Rheum rhaponticum L., contra a bactéria
H. pylori.

Bixa orellana L. (urucum) apresenta nas folhas um éleo volétil contendo
mMoNo e sesquiterpenos, entre 0s quais se destaca ishwarano e varios flavondides.
A semente possui um 6leo essencial rico em all-E-geranilgeraniol, monoterpenos e
sesquiterpenos oxigenados, além de carotendides bixina e norbixina, responsaveis
pela cor, e alfa e beta-caroteno em teores mais baixos. E indicada contra doencas
coronarianas, afeccbes do estdbmago e intestino, afeccBes respiratérias e
gueimaduras. (COELHO et al., 2003).

Chamomila recutita L. (camomila) possui em sua constituicdo fitoquimica
flavondides, dentre os quais destaca-se a apigenina, e 0s 0leos essenciais, que
apresentam como principais constituintes o camazuleno, bisabolol, 6xido de
bisabolol e espatulenol. Além de apresentar propriedades antiinflamatoérias e
calmantes, é também utilizada no tratamento de cdlicas gastricas, enteralgias,
gastrites, Ulceras, estomatites, laringites e faringites (MAPELI et al., 2005;
MORAIS et al., 2006).

Curcuma longa L. (acafrdo), apresenta pigmentos curcumindides como a
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, além de Oleo
essencial, constituido por alcoois sesquiterpénicos e cetonas aromaticas, produtos
secundarios do metabolismo vegetal. A planta € utilizada em alimentos e bebidas,
e é indicada como digestivo, carminativo, anti-espasmadico, antioxidante, anti-
diarréico, diurético, excitante, nas doencas do figado, como ténico no tratamento
de ulceras, no tratamento de tosses e resfriados comuns e, externamente, como
pomada na cicatrizacao de feridas (ALMEIDA, 2006).

A planta llex paraguariensis A. St.-Hil., que é consumida na forma de erva-
mate verde e mate tostado, apresenta composi¢do quimica complexa, contendo
polifendis, acidos fendlicos, acido caféico, acido clorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, &cido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico, dos

flavondides rutina, canferol e quercetina, das saponinas triterpénicas derivadas
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dos &cidos ursélico e oleandlico e das metilxantinas, cafeina e teobromina. E
conhecida por suas propriedades digestivas e estimulantes do sistema nervoso
central (SCHUBERT et al., 2006).

Malva sylvestris L. (malva) possui em sua composi¢cdo mucilagem, taninos,
Oleos essenciais e flavandides e € utilizada em infec¢des, principalmente da
garganta, aftas, como antiséptico, antiinflamatorio e antiespasmaodico (BUFFON et
al., 2001; MARTINAZZO e MARTINS, 2004).

O estudo fitoquimico da planta Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch.
(espinheira santa) revela a presenca de triterpenos e compostos polifendlicos,
como flavonodides e taninos (XAVIER e D’ANGELO, 1996). Suas principais
indicacdes terapéuticas sdo no tratamento de gastrites, Ulceras gastricas e
duodenais (REIS e SILVA, 2004).

Nasturtium officinale R. BR (agrido) possui em sua composicdo quimica
triterpenos, esterdides, flavondides, fenilpropanoides e saponinas (CARVALHO et
al., 2006). E uma planta consumida largamente na alimentagdo humana e que
apresenta acfes farmacoldgicas como antibacteriana, antiescorbutica, colagoga e
expectorante (BUFFON et al., 2005).

A planta Plantago major L. (tanchagem), além de ser indicada contra ma
digestdo e dispepsia (MARTINAZZO e MARTINS, 2004), possui agao
adstringente, cicatrizante, antimicrobiana, antiinflamatéria, devido a presenca de
taninos e mucilagens (suco viscoso que funciona como anti-inflamatorio,
cicatrizante e protetor das mucosas) (BUFFON et al., 2001).

A planta Rheum rhaponticum L. (ruibarbo) sintetiza antraquinonas e taninos,
0S quais sdo responsaveis pelos efeitos laxante e adstringente, respectivamente.
A planta também é empregada contra diversos disturbios, principalmente das

funcBes do estdbmago e figado (SOUSA et al., 2003).
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2.10.2. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

O homem e os microrganismos partilham uma vida em comum ao longo dos
tempos e, desde a pré-histéria os mesmos provocam doenc¢as no homem. As
causas destas doencas comecaram a ser descobertas no século XIX, a partir dos
experimentos de Louis Pasteur, Robert Koch e seus colaboradores, onde foi
demonstrada a origem infecciosa de varias enfermidades. Apds o surgimento dos
antimicrobianos, nas primeiras décadas do século XX, milhares de novos agentes
antimicrobianos foram descobertos, com o0 objetivo de curar processos
infecciosos, e embora a maioria deles mostrou-se muito toxica para ser aplicada
em seres humanos, um numero relativamente grande € utilizado na pratica médica
(BRESSOLIN e CECHINEL FILHO, 2003).

O conhecimento da presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais
superiores ndao é um fato recente, a busca dessas substancias teve grandes
impulsos apo6s a década de 1930 (TAVARES, 2002). As plantas sdo ricas em uma
grande variedade de metabdlitos secundarios, como taninos, terpendides,
alcaldides e flavondides, que, in vitro, demonstram propriedades antimicrobianas
(COWAN, 1999).

A grande vantagem das plantas medicinais reside na baixa ou quase
inexisténcia de toxicidade, quando comparados aos antimicrobianos na medicina
tradicional (XAVIER et al., 1995). Os agentes antimicrobianos oriundos de plantas
podem levar ao desenvolvimento de novos farmacos clinicamente importantes
(CUNICO et al., 2004).

Varios produtos naturais tém demonstrado atividade antimicrobiana contra
H. pylori (GADHI et al., 2001) e ha séculos, medicamentos baseados em plantas
tém sido usados tradicionalmente para o tratamento de uma variedade de
desordens gastrointestinais, como dispepsia, gastrite e doenca da Ulcera péptica
(BORRELI e 1220, 2000; THOMPSON e ERNST, 2002; MAHADY et al., 2003).

Devido ao alto indice de resisténcia com relacdo a terapéutica tradicional

utilizada na erradicacdo de H. pylori, métodos alternativos vém sendo amplamente
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estudados com a finalidade de aumentar a eficicia de erradicacdo da bactéria,
fornecendo uma alternativa de tratamento para os pacientes que nao erradicaram
0 microrganismo utilizando as terapias classicas, sugeridas anteriormente. Além
disso, as terapias triplas, em algumas ocasides causam efeitos adversos, como
nauseas, vomito, dor epigéstrica, desconforto abdominal e diarréia, provocando a
interrupcdo do tratamento por parte dos pacientes, e o reaparecimento da infeccao
em alguns pacientes. Por esta razdo, é importante procurar novas e efetivas
drogas anti-H. pylori, sendo as plantas uma fonte I6gica de novos compostos
(ALVAREZ, 2006).

2.10.3. Métodos para pesquisa de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana referem-se as diferentes técnicas
ou métodos laboratoriais utilizados in vitro a fim de determinar o potencial
antimicrobiano de um determinado agente. Entre os métodos propostos
encontram-se os de difuséo e diluicao.

No método de difusdo a substancia em pesquisa € colocada num
reservatério (disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro sobre a
superficie), em contato com um meio de cultura sélido, inoculado com um
determinado microrganismo. Apos o tempo adequado de incubacdo, mede-se o
diametro ou halo de inibicAo — zona clara onde ndo houve o0 crescimento
microbiano — ao redor da substancia em pesquisa (disco, cavidade, cilindro)
(BRESSOLIN e CECHINEL FILHO, 2003).

No método de diluicdo, uma quantidade fixa de amostra a ser testada é
dissolvida homogeneamente num meio sélido ou liquido conveniente. Usualmente,
sao utilizadas diluicbes da amostra original, a cada uma das quais se inocula o
microrganismo em estudo. Através deste método, é possivel se determinar a
concentracéo inibitéria minima (CIM), que é a menor concentracdo capaz de inibir

o crescimento do microrganismo. A leitura dos resultados é feita apdés um periodo
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variado de incubacdo, que se toma em consideracdo o primeiro tubo, ou placa,
onde ndo hé& crescimento microbiano (BARON e FINEGOLD, 1990).

Este método tem a vantagem de ser quantitativo e pode ser usado tanto
para amostra solivel em agua, quanto lipossolivel e como desvantagem, o fato de
ser excessivamente trabalhoso, além do elevado consumo de material (BARON e
FINEGOLD, 1990). Para melhor adequag&o do microrganismo e do produto a ser
testado, algumas altera¢des tém sido feitas nesta técnica (CLARKE et al., 2001).

A forma que o produto natural € dissolvido ou diluido, antes de ser testado,
depende da metodologia a ser empregada. Assim, no caso em que 0 solvente
mantém o contato com a bactéria em estudo, como na técnica de diluicio em
agar, deve ser utilizado o dimetilsulfoxido (DMSO) por apresentar menor
toxicidade e na técnica de disco difusdo, onde o solvente é evaporado antes do
contato do produto natural com a bactéria, podem ser utilizados aqueles que forem
mais adequados a dissolucao do produto (VALGAS, 2002).
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. CASUISTICA E AMOSTRAS

Foram incluidos neste estudo 81 pacientes que apresentaram suspeita
clinica de gastrite, Ulcera péptica ou outros sintomas dispépticos e que procuraram
o Servico de Endoscopia Digestiva do Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR)
na cidade de Curitiba - PR, e de 14 pacientes que foram atendidos na Unidade
Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG) da Universidade Sao
Francisco de Braganca Paulista - SP (USF).

Dentre os pacientes do HC-UFPR, 18 eram do sexo masculino e 65 do sexo
feminino, com idades variando entre 20 e 80 anos (média de 47 anos).

O presente trabalho foi submetido aos comités de ética do Hospital S&o
Francisco e do HC-UFPR e aprovado por eles (ANEXO I). Foi obtido o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), assinado pelo paciente e/ou pelo
responsavel legal, anteriormente a coleta (ANEXO IlI). Caso o paciente fosse
incapaz de ler e/ou de fornecer o consentimento por escrito, esse era assinado por
uma testemunha. Os pacientes incluidos no estudo foram devidamente
esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos, assim como sobre os efeitos
esperados, possiveis beneficios, desvantagens, e sobre quaisquer riscos em
potencial.

As bidpsias gastroduodenais dos pacientes atendidos no HC-UFPR foram
obtidas através de endoscopia digestiva alta, sendo coletadas uma bidpsia da
regido do corpo e outra do antro gastrico para cada paciente incluido no estudo.
Em seguida, cada uma destas amostras foram transferidas imediatamente para
um tubo contendo 0,5 mL de caldo tioglicolato e mantidas a 4°C, onde
permaneceram por um periodo maximo de 5 horas (QUEIROZ et al., 1987), tempo
necessario para seu transporte ao Laboratorio de Bacteriologia do Hospital de
Clinicas da UFPR e posterior processamento.

As amostras provenientes dos pacientes atendidos na UNIFAG foram

coletadas de maneira semelhante ao Servico de Endoscopia do HC-UFPR e ap0s
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o isolamento e identificacdo do H. pylori, as linhagens permaneceram
armazenadas a -80°C, até o momento do uso no Banco de linhagens do
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular da instituicao.

Para caracterizacdo molecular dos genes de viruléncia e determinacédo da
prevaléncia foram utilizadas as amostras coletadas dos pacientes atendidos no
HC-UFPR e para a determinacdo da atividade anti-Helicobacter dos extratos de
plantas, as amostras obtidas na UNIFAG. O diagrama em anexo (ANEXO IIl)

representa esquematicamente os procedimentos iniciais acima descritos.

3.2. METODOS

3.2.1. Semeadura das amostras

As amostras foram maceradas com auxilio de alca bacteriologica e
semeadas em placas de cultivo contendo agar BHI (Difco) acrescido de sangue de
carneiro desfibrinado a 10%, anfotericina B (10mg/L), vancomicina (10mg/L), a&cido
nalidixico (20 mg/L), com ou sem cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) (40 mg/L)
(QUEIROZ et al., 1987). As placas foram entdo incubadas em estufas
bacteriol6gicas a 37° C e em condicdo de microaerofilia, que compreende 5-10%
de CO,, 80-90% de N, e 5-10% de O, (MURRAY et al., 2003; OWEN et al., 2003),
durante 7 dias (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002).

3.2.2. ldentificacdo bacteriana

As colbnias que cresceram no meio seletivo foram submetidas a coloragéo
de Gram e provas bioquimicas complementares. O microrganismo foi identificado
como H. pylori se apresentasse no &gar colonias pequenas, circulares e
translicidas no agar sem corante (PORTORREAL e KAWAKAMI, 2002), ou com
aspecto dourado no agar acrescido de TTC (QUEIROZ et al., 1987), além de

morfologia celular tipica de bacilo gram-negativo curvo ou espiralado, apos a
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coloracdo de Gram, seguido dos testes positivos para catalase, oxidase e urease
(LOIVUKENE et al., 2002).

A atividade da catalase foi analisada através da transferéncia da col6nia
bacteriana para uma placa de vidro e, em seguida, adicionado 50 puL de peréxido
de hidrogénio (H20;) a 3%. Na presenca da enzima catalase ocorreria a liberacao
de O,, verificada pelo aparecimento imediato de bolhas.

O teste da oxidase foi realizado friccionando a col6nia em estudo em uma
tira de papel impregnada com o reativo tetrametil-p-fenilenodiamina, um aceptor
artificial de elétrons. A oxidacao deste é verificada pela aparicdo da cor azul no
papel (MAZA et al., 2004).

Para o teste da urease, foi utilizado um tubo contendo agar uréia (uréia 10%
e vermelho de fenol a 0,12%), e incubado a 37°C. Na presenca da urease, a uréia
do meio é degradada em aménia, alterando o pH do meio, com a mudanca de cor
pela presenca do indicador vermelho de fenol, passando de amarelo ao rosa.

3.2.3. Criopreservacao e reativacao

Apoés a observacdo do crescimento de colbnias nas placas contendo agar
seletivo e procedida a identificacdo bacteriana, parte do crescimento foi removido
com swab estéril e transferido para um tubo de microcentrifuga contendo 500 uL
de agua quimicamente pura. A suspensao foi centrifugada a 6.000 g por 5 minutos
e posteriormente, o sobrenadante descartado. O pellet foi mantido em freezer a
- 80° C, até ser realizada a extracdo do DNA (ASHOUR et al., 2002).

Para conservacdo das amostras bacterianas sem perda de viabilidade, as
mesmas foram suspensas em criotubos contendo uma solucdo de caldo Brucella
(Conda) e 30% de glicerol (Merck). Em seguida, os tubos foram armazenados em
freezer, a - 80°C, para posteriores testes complementares a serem realizados em
conjunto.

A reativacdo dos isolados de H. pylori criopreservados foi feita inoculando
50 pL de cada estoque bacteriano em placa contendo agar Columbia (Merck)

adicionado de 10% de sangue de carneiro desfibrinado, anfotericina B (10mg/L),
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vancomicina (10mg/L), &cido nalidixico (20 mg/L) e cloreto de trifenil tetrazolium
(40 mg/L). As placas foram entdo incubadas a 37° C, em condicdo de
microaerofilia, com umidade relativa, por um periodo de 48 a 72 horas. Passado
este tempo, foram adicionadas as placas com crescimento 100 pL de caldo
Brucella, sendo o cultivo espalhado com alca de Drigalski e, novamente
reincubadas nas mesmas condi¢cdes acima descritas durante 48 a 72 horas. Este
procedimento foi realizado com o objetivo de se obter um maior nimero de

unidades formadoras de colbnias (UFC).

3.2.4. Andlise da atividade antimicrobiana dos Extratos de Plantas

Os extratos fluidos obtidos a partir das plantas Bixa orellana L. (urucum),
Chamomila recutita L. (camomila), Curcuma longa L. (acafrdo), llex
paraguariensis A. St.-Hil. (erva-mate verde e mate tostado), Malva sylvestris L.
(malva), Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. (espinheira santa), Nasturtium
officinale R. BR (agrido), Plantago major L. (tanchagem) e Rheum rhaponticum L.
(ruibarbo) utilizados na pesquisa foram produzidos segundo a Farmacopéia
Brasileira (2000) e estéo representados na Tabela I.

Para a fase posterior, todos o0s extratos foram ajustados a uma
concentracdo de 100 mg/mL (solucdo estoque) com agua destilada estéril e

armazenados, a fim de serem utilizados nos testes de disco difusao.
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NOME CIENTIFICO FAMILIA NOME PARTE DA CONC.
USUAL PLANTA (g/mL)*
Bixa orellana L. Bixaceae Urucum Semente 0,939
Chamomila recutita L. Asteraceae camomila Inflorescéncia 0,910
Curcuma longa L. Zingiberaceae  Acafrao Rizoma 0,888
llex paraguariensis A. St.-Hil. Aguifoliaceae erva-mate Folhas 0,2
verde
llex paraguariensis A. St.-Hil. Aguifoliaceae Mate Folhas 0,2
tostado
Malva sylvestris L. Malvaceae Malva Inflorescéncia 0,895
e folhas
Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. Celastraceae espinheira Folhas 0,907
santa
Nasturtium officinale R. BR Brassicaceae agriao Folhas 0,931
e talos
Plantago major L. Plantaginaceae tanchagem Partes 0,900
aéreas
Rheum rhaponticum L. Polygonaceae  ruibarbo Raiz 0,938

NOTA: * Concentracao inicial do extrato em g/mL



58

3.2.4.1. Teste de Disco Difusao

O teste de disco difuséo foi utilizado como método de triagem para analise
da suscetibilidade dos diferentes extratos de plantas contidos na TABELA |
(NOSTRO et al., 2005). Duas linhagens referéncia de H. pylori, que ja tiveram seu
genoma completamente sequenciado, as cepas 26695 e a J99, foram usadas
nesta fase.

As cepas acima citadas foram transferidas para 2 tubos contendo
aproximadamente 2 mL de soro fisiol6gico estéril e os inéculos foram ajustados a
uma concentracdo bacteriana de acordo com o tubo 2 de McFarland, que
corresponde a aproximadamente 6,0 x 108 UFC/mL. Imediatamente apés, 100 pL
das suspensdes bacterianas foram espalhadas, com auxilio de alca de Drigalski,
nas superficies de placas contendo agar Mueller Hinton (Merck) com 10% de
sangue de carneiro desfibrinado.

Em seguida, discos de papel de filtro com 6 mm de diametro (Newprov)
foram impregnados com 50 pL de cada solucdo estoque (100 mg/mL), que
corresponde a uma concentracdo de 5 mg, e apos a secagem foram transferidos
para a superficie do agar inoculado. Como controle negativo foi utilizado um disco
contendo etanol. As placas foram, entédo, incubadas em microaerofilia, a 37°C e
observadas apés 3 a 5 dias.

Os testes foram realizados em triplicata e a atividade antimicrobiana foi
expressa pela presenca de um halo de inibicdo produzido ao redor dos discos
impregnado com os extratos de plantas testados, o qual foi determinado em

milimetros através da utilizacdo de um halémetro.
3.2.4.2. Determinagéo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
Os extratos que apresentaram os melhores resultados no teste de disco

difusdo, foram separados para realizacdo da concentracdo inibitéria minima

através do método da diluicdo em agar (STAMATIS et al., 2003). Além das cepas
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referéncia de H. pylori 26695 e J99, foram testados 14 isolados clinicos
provenientes de pacientes atendidos na UNIFAG - USF.

Cada extrato foi diluido a uma concentracao inicial de 100 mg/mL (solucéo
estoque) com o solvente dimetilsulfoxido (DMSO), sendo que a concentracao final
desta substancia no meio ndo excedeu a 1% (LI et al., 2005). Em seguida, para
cada solucao estoque, foram realizadas diluicbes seriadas sucessivas, com agua
destilada estéril e 1 mL de cada diluicdo foi incorporada a 19 mL de agar Mueller
Hinton com 10% de sangue de carneiro desfibrinado e transferido para uma placa
de Petri. As concentracdes finais dos extratos no meio de cultura variaram de 5,0
a 0,625 mg/mL.

As bactérias foram, entdo, transferidas para tubos contendo
aproximadamente 2 mL de soro fisiolégico estéril e a densidade corrigida para
aproximadamente 6,0 x 10°UFC/mL, através da comparacdo com o tubo 2 da
escala de McFarland. Cerca de 1 pL destas suspensfes foram inoculadas nas
superficies das placas através de um replicador e incubadas a 37°C em atmosfera
de microaerofila durante 72 horas.

Completado este periodo, procede-se a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), que se define como a menor concentracdo da substancia
capaz de inibir o crescimento bacteriano. Ou seja, a menor concentracdo do
extrato que revela auséncia de crescimento bacteriano e quanto menor a
concentracdo inibitéria. minima do extrato testado, melhor a atividade
antimicrobiana.

Todos os testes de CIM foram realizados em triplicata, além de serem

realizados dois controles de crescimento, com DMSO e etanol.
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Inéculo Inicial Placa de MHA + 10% sangue de carneiro + extrato
de planta (sentido da menor para a maior

6.0 x 10°UFC/mL

10°UFC/mL por spot

|

Incubacdo em microaerofilia - 72 horas - 37°C

Replicador de Steers =

gerador de
microaerofilia

placas

1a2uL/inéculo

| Algodao + H,O

FIGURA 3 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DO METODO DE DILUICAO EM AGAR
FONTE: O AUTOR

3.2.5. Extragdo de DNA

Foram adicionados 300 pL de solucdo tampéao de digestéo (Tris-HCI 50 mM
pH 8.0; EDTA e Tween 0,5%) a cada criotubo contendo os pellets bacterianos de
H. pylori, sendo posteriormente misturados por inversdo e incubados overnight a
37°C. No dia seguinte, foram adicionados 400 pL de solugcao PCI (fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico - 25:24:1) e os tubos foram misturados por inversao
durante 1 minuto. Em seguida, foram centrifugados a 13.000 rpm durante 5
minutos, sendo 0s sobrenadantes transferidos para outros tubos onde foram
acrescentados 400 pL de solugdo PI (cloroférmio: alcool isoamilico — 24:1),

novamente misturados por inversao durante 1 minuto e centrifugados a 13.000



61

rpm durante 5 minutos, sendo os sobrenadantes transferidos para novos tubos e
repetindo-se a extracdo com CI. Depois de realizada a extra¢ao, se adicionou 600
pl de isopropanol e 100 pL de acetato de sodio (NaAc 3M) em cada tubo e os
mesmos foram transferidos por 2 horas para um freezer a -20°C, a fim de produzir
a precipitacdo do DNA. Apds este procedimento, misturou-se suavemente 0s
tubos e os centrifugou durante 5 minutos a 13.000 rpm. Os sobrenadantes foram
descartados e os sedimentos foram lavados com 250 uL de etanol 70° gelado a
-20°C. Posteriormente, as solugbes foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos, sendo os sobrenadantes descartados. Os tubos foram incubados durante
15 minutos a 37°C, com as tampas abertas, para evaporac¢do do alcool. O material
genético foi dissolvido com 150 pL de agua bidestilada estéril.

Para verificar a eficiéncia da técnica de extracdo de DNA acima
especificada, o produto obtido foi analisado através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%. Aliquotas de 5 pL deste material foram misturadas a 3,0 uL de uma
solucéo contendo azul de bromotimol 0,25% e glicerol a 40% e as mesmas foram
aplicadas no gel.

A corrida eletroforética foi realizada com tampéo TBE 1X (Tris-HCI 89mM,;
acido borico 89mM; EDTA 2mM pH 8.0) e submetida a uma diferenca de potencial
de 80V a 100Vv/110 mA (5V/cm), durante 30 minutos. Depois de transcorrido este
tempo, o gel foi retirado da cuba e transferido para ser corado em um recipiente
contendo brometo de etideo (5 pg/mL) durante 20 minutos a temperatura

ambiente, sendo visualizado em transiluminador de luz ultravioleta de onda curta.

3.2.6. Amplificacdo dos genes de viruléncia pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Os genes de viruléncia cagA, vacA (alelos s1, s2, ml, m2) e napA dos
isolados clinicos, obtidos de pacientes provenientes do HC-UFPR, foram
amplificados por meio de reagédo de PCR, com um volume final de 50 pL, contendo
2,5 uL de DNA genbmico, 20 pmol de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5%
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de MgCl,, 2,5 unidades de enzima Taq DNA Polimerase e tampao de reacdo para
a enzima. As caracteristicas dos ciclos e primers especificos para cada um dos

genes pesquisados estao representados no Quadro | e Tabela Il, respectivamente.

Etapa Inicial Fases dos Ciclos (n=35) Etapa Final
Genes Desnaturagéo | Desnaturagcao | Anelamento | Extensao Extenséo
Tempo | Temp. Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp. | Tempo | Temp.
(min) °C) (min) °C) (min) | (°C) | (min) | (°C) | (min) | (°C)
napA 60
cagA 5 94 0,45 94 0,45 65 0,45 72 7 72
vacA s 52
vacA m 52

QUADRO | - PROGRAMAS DE AMPLIFICAGAO UTILIZADOS PARA OS DIFERENTES
GENES PESQUISADOS.

NOTA: minuto (min); °C (graus centigrados); temp. (temperatura).



63

TABELA Il — GENES INVESTIGADOS, SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIALIZADORES E PRODUTO ESPERADO NA REACAO DE

AMPLIFICACAO.

GENES SEQUENCIA PRODUTO DA PCR REFERENCIA
(5’ —>3) (pb)
napA TGCAAGCGGATGCGATCGTGTT 390 EVANS et al.,
1995
napA GCAACTTGGCCAATTGATCGTCCGC
cagA ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA 297 COVACCI et al.,
1993
cagA TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCA
vacA ATGGAAATACAACAAACACAC 259/286 ATHERTON et
sl/s2 al., 1995
vacA CTGCTTGAATGCGCCAAAC
sl/s2
vacA ml GGTCAAAATGCGGTCATGG 290
vacA ml CCATTGGTACCTGTAGAAAC
vacA m2 GGAGCCCCAGGAAACATTG 352 TUMMURU et al.,
1993
vacA m2 CATAACTAGCGCCTTGCAC

NOTA: pares de bases (pb)

Todos os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel

de agarose. Uma aliquota de 5 pL de cada produto amplificado foi misturada com

3 pL de wuma solugcéo contendo azul de bromofenol 0,25%, glicerol 40% e

aplicadas no gel. Para andlise do produto de amplificacdo da PCR, foi utilizado

marcador molecular de 100 pares de bases. A concentracéo do gel e o tempo da

corrida variaram de acordo com o produto da reacao obtido. Assim, para 0 napA e

alelos do vacA, a concentragao utilizada foi de 2% e do cagA 1,5%. O tempo de
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corrida variou de 40 minutos para o napA e cagA e 60 minutos para o vacA.
Todos as corridas eletroforéticas foram preparadas com uma diferenca de
potencial de 100 V e 110 mA. Decorrido o tempo estipulado, cada gel foi corado
em solucdo de brometo de etideo (5 pg/mL) por 20 minutos, a temperatura

ambiente e visualizado em transiluminador de luz UV de onda curta.
3.2.7. Métodos estatisticos
Para andlise estatistica dos resultados, quando necessario, foi utilizado o

método estatistico de correlacdo de Pearson e o teste do Qui-quadrado, com 1

grau de liberdade.



4. RESULTADOS

As culturas de biopsia gastrica que apresentaram crescimento bacteriano
em agar seletivo e, posteriormente, apresentaram caracteristicas morfotinturiais de
bacilos gram-negativos curvos, provas da catalase, urease e oxidase positivas,
foram identificadas como H. pylori e inseridas no trabalho. As figuras 4 e 5

representam a caracteristica morfologica e as provas utilizadas na identificacdo

laboratorial dos isolados clinicos de H. pylori, respectivamente.
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FIGURA 4 - CARACTERIZACAO MORFOTINTURIAL DO H. pylori ATRAVES DA

COLORACAO DE GRAM
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(b)

(d)

FIGURA 5 - PROVAS UTILIZADAS NA IDENTIFICACAO LABORATORIAL DOS
ISOLADOS CLINICOS DE H. pylori

LEGENDA: (a) - MORFOLOGIA COLONIAL DE H. pylori EM MEIO SELETIVO COM TTC;
(b) - PROVA DA OXIDASE POSITIVA; (c) - PROVA DA CATALASE POSITIVA; (d) -
PROVA DA UREASE EM AGAR INCLINADO: NAO INOCULADO (ESQUERDA) E
PROVA POSITIVA (DIREITA).
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4.1. TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FITOTERAPICOS

A Figura 6 representa um exemplo da técnica de disco difuséo, realizada
como triagem inicial na analise da atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de
plantas contra as cepas H. pylori J99 e 26695, onde se observa uma inibicdo do
crescimento bacteriano ao redor dos discos impregnados com o0s extratos

testados.

FIGURA 6 — TECNICA DE DISCO DIFUSAO PARA PESQUISA DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA UTILIZANDO DISCOS IMPREGNADOS COM OS DIFERENTES
EXTRATOS DE PLANTAS TESTADOS.

Os resultados das médias dos diametros obtidos na técnica qualitativa de

disco difuséo, realizada em triplicata, estdo apresentados no Quadro II.
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MEDIA DOS DIAMETROS DOS HALOS DE

EXTRATO INIBICAO* (mm)
H. pylori J99 H. pylori 26695
Bixa orellana L. 7 10
Chamomila recutita L. 10 11
Curcuma longa L. <6 <6
llex paraguariensis A. St.-Hil. 9 10
llex paraguariensis A. St.-Hil. 9 9
Malva sylvestris L. 10 8
Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. 8 7
Nasturtium officinale R. BR 7 <6
Plantago major L. <6 <6
Rheum rhaponticum L. <6 <6

QUADRO Il - RESULTADO DO TESTE DE DISCO DIFUSAO DOS EXTRATOS DE
PLANTAS PARA AS LINHAGENS H. pylori 26695 e J99.

NOTA: * Concentragdo de cada extrato no disco = 5 mg/disco; milimetros (mm).

De acordo com os dados demonstrados na tabela acima, os extratos que

apresentaram melhor atividade anti-Helicobacter foram os obtidos a partir das

plantas Bixa orellana, Malva sylvestris, Chamomilla recutita e llex paraguariensis

(erva-mate verde e mate tostado).

Estes extratos foram utilizados para

determinacao da concentracao inibitéria minima, atraves da técnica quantitativa de

diluicdo em agar (FIGURA 7).
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Auséncia de — Crescimento bacteriano
crescimento

bacteriano

FIGURA 7 — TECNICA DA DILUICAO EM AGAR UTILIZANDO REPLICADOR DE
STEERS.

A figura acima demonstra o crescimento das linhagens de H. pylori testadas
pela técnica de diluicho em &gar utilizando o replicador de Steers. Pode-se
observar linhagens do microrganismo que conseguiram se desenvolver na placa
de cultura contendo o extrato de planta e outras que nao apresentaram
crescimento.

Os resultados obtidos na técnica de diluicio em &gar estdo contidos no
Quadro llI.
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AMOSTRAS DE H. pylori
EXTRATO DE
PLANTA
© ~ o R © o o) ™ o N LL 2 8 o
S < © © T < rs} — 2 o ™ ) o T © >
O (e} © m < (o] i M~ i (o] ™ m (o] v
N
Bixa orellana >50 | >50 | >50 | >50 1,25 1,25 >50 | <0625 | >50 | >50 >5,0 <0,625 125 | >50 | <0,625 | <0,625
Chamomilla recutita | >50 | >50 | >50 | >50 | <0625 | <0,625 >5,0 <0625 | >50 | <0625 | <0625 | <0625 | <0625 | >50 | <0625 | <0625
llex paraguariensis
50 | >50 | 50 50 | <0625 | <0625 50 <0625 | 50 2,5 <0625 | <0625 | <0625 | >50 | <0625 | <0,625
(erva-mate)
llex paraguariensis
1,25 >50 5,0 1,25 <0,625 2,5 <0,625 <0,625 50 50 2.5 2.5 <0,625 >50 <0,625 2,5
(mate tostado)
Malva sylvestris >50 | >50 | >50 | >50 >5,0 >5,0 >5,0 0625 | >5,0 25 5,0 25 >50 | >50 | <0,625 1,25

QUADRO Il - RESULTADOS OBTIDOS DAS CIM (mg/mL) DOS EXTRATOS DE PLANTAS CONTRA OS ISOLADOS CLINICOS DE
H. pylori E LINHAGENS REFERENCIA J99 E 26695.
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De acordo com o quadro acima, o extrato de Bixa orellana foi capaz de
inibir o crescimento de 5 isolados clinicos de H. pylori apresentando CIM inferiores
a 5 mg/mL, além das cepas referéncia J99 e 26695. O extrato de Chamomilla
recutita conseguiu inibir o crescimento de 7 isolados clinicos e das duas linhagens
referéncia, todas com CIM inferiores a 0,625 mg/mL. O extrato de llex
paraguariensis (variedade erva-mate verde) apresentou apenas 2 isolados clinicos
com CIM superior a 5,0 mg/mL, sendo que os 12 isolados clinicos e as duas
linhagens referéncia apresentaram CIM inferiores a 5,0 mg/mL em concentracdes
variadas, os mesmos resultados foram encontrados para o extrato de llex
paraguariensis (variedade mate tostado). O extrato de Malva sylvestris conseguiu
inibir 4 isolados clinicos com CIM variadas e inferiores a 5,0 mg/mL, bem como as
linhagens referéncia J99 e 26695.

Os graficos a seguir representam separadamente os dados obtidos na
técnica de diluicdo em agar para cada extrato de planta testado contra os isolado

clinicos de H. pylori e linhagens referéncia .

GRAFICO 1 — VALORES DAS CIM OBTIDOS NA TECNICA DE DILUICAO EM AGAR
PARA O EXTRATO DE Bixa orellana CONTRA AS CEPAS DE H. pylori.

,>
f
[
[
[
[
[

CIM (mg/ml)
w
[
\
\
\
\
\

N
f
[
[
[
[
[

o J:L J:ID
opb—t bt | | e !

84 646 667 660  BH27 446 650 118 99 713 132 652 39F BH13 26695  J99
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GRAFICO 2 — VALORES DAS CIM OBTIDOS NA TECNICA DE DILUIGAO EM AGAR
PARA O EXTRATO DE Chamomilla recutita CONTRA AS CEPAS DE H. pylori.

>5,0

CIM (mg/ml)

84 646 667 660 BH27 446 650 118 99 713 132 652 39F BH13 26695 J99

Isolados clinicos e linhagens referéncia de H. pylori

GRAFICO 3 - VALORES DAS CIM OBTIDOS NA TECNICA DE DILUIGAO EM AGAR
PARA O EXTRATO DE llex paraguariensis (VARIEDADE ERVA-MATE VERDE)

CONTRA AS CEPAS DE H. pylori.

CIM (mg/ml)
w

<0,625

652 39F BH13 26695  J99

84 646 667 660 BH27 446 650 118 99 713 132
Isolados clinicos e linhagens referéncia de H. pylori



GRAFICO 4 — VALORES DAS CIM OBTIDOS NA TECNICA DE DILUIGAO EM AGAR
PARA O EXTRATO DE llex paraguariensis (VARIEDADE MATE TOSTADO)

CONTRA AS CEPAS DE H. pylori.
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GRAFICO 5 — VALORES DAS CIM OBTIDOS NA TECNICA DE DILUICAO EM AGAR
PARA O EXTRATO DE Malva sylvestris CONTRA AS CEPAS DE H. pylori.
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Isolados clinicos linhagens referéncia de H. pylori
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O gréfico a seguir contém as diferentes CIM obtidas na técnica de diluicao
em agar para os extratos fluidos de Bixa orellana, Malva sylvestris, Chamomilla
recutita e llex paraguariensis (variedades erva-mate verde e mate tostado) contra

os isolados clinicos de H. pylori.

GRAFICO 6 — DISTRIBUICAO DO NUMERO DE AMOSTRAS E VALORES DAS CIM OBTIDOS
NA TECNICA DE DILUICAO EM AGAR PARA OS EXTRATOS DE B. orellana,
M. sylvestris, Chamomilla recutita E I. paraguariensis (VARIEDADES ERVA-MATE
VERDE E MATE TOSTADO) CONTRA OS ISOLADOS CLINICOS DE H. pylori.

DOBixa orellana

@ Malva sy

8 O Chamomilla recutita

B llex paraguariensis (erva-mate)

B llex paraguariensis (mate tostado)

CIM (mg/mL)

<0,625 1,25 2,5 5 >5,0

Numero de isolados clinicos de H. pylori

Segundo o grafico acima, 0 extrato que apresentou 0 maior niamero de
isolados de H. pylori com CIM inferior a 5,0 mg/mL foi obtido a partir da planta llex
paraguariensis, tanto na variedade erva-mate verde como o0 mate tostado
conseguiram inibir 12 das 14 cepas testadas. O extrato de Chamomilla recutita

inibiu 7 isolados clinicos com CIM inferiores a 0,625mg/mL e 7 com CIM
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superiores a 5,0 mg/mL. O extrato de Bixa orellana inibiu 2 isolados clinicos de H.
pylori com CIM inferiores a 0,625mg/mL e 3 com CIM de 1,25 mg/mL, sendo que o
restante dos isolados (9) apresentaram CIM superiores a 5,0 mg/mL. O extrato de
Malva sylvestris inibiu 4 isolados clinicos: uma com CIM inferior a 0,625mg/mL,
duas com CIM de 2,5mg/mL e uma com CIM de 5,0 mg/mL, sendo que os 10
restantes apresentaram CIM superior a 5,0 mg/mL.

4.2. OCORRENCIA DAS INFECCOES

Dos 81 pacientes atendidos no HC-UFPR, 42 (51,9%) apresentaram cultura
positiva para H. pylori, sendo que em 3 pacientes (7,1%) houve crescimento
apenas na bidpsia proveniente do corpo, em 6 (14,3%) na do antro e em 33
(78,6%) houve crescimento em ambas as bidpsias cultivadas.

A ocorréncia do microrganismo ficou distribuida, de acordo com a idade,
conforme a seguir: 20-29 anos 25% (2/8); 30-49 anos 51,7% (15/29); 50-80 anos
56,8% (25/44), demonstrando haver uma forte correlacdo entre a idade e a
presenca de microrganismo (p < 0,0003).

Entre os 18 pacientes do sexo masculino analisados, 9 apresentaram
cultura positiva para H. pylori e dos 63 pacientes do sexo feminino, 31 estavam
infectadas pelo microrganismo, caracterizando nao existir evidéncias de que o

sexo do paciente e a presenca do H. pylori estejam associados (p = 0,9526).

4.3. DETERMINACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA

Os principais fatores de viruléncia das linhagens de H. pylori isolados de
pacientes da regido de Curitiba - Parana foram determinados através da técnica

de PCR. Os genes estudados foram vacA, cagA e napA.
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Ao realizar os tipos alélicos do gene vacA em 42 amostras, foi detectada a
presenca de 3 (7,7%) contendo mais de um tipo alélico na mesma amostra, sendo
entdo, consideradas como infeccbes mudltiplas. Estas ndo foram utilizadas nas
analises estatisticas deste trabalho, restando assim, 39 isolados bacterianos.

Os genes napA e cagA foram encontrado em 100% e 92,3 % das
amostras, respectivamente.

As taxas obtidas do subtipo s1 e s2 do vacA foram de 58% e 42%,
respectivamente. Valores semelhantes foram encontrados para os subtipos ml
(58%) e m2 (42%). Para a associagdo em mosaico dos tipos s e m, obteve-se
porcentagens de 56,2% (s1ml), 2,1% (s1m2), 2,1% (s2ml) e 39,6% (s2m2) para
os diferentes genotipos.

A comparacdo dos gendtipos de vacA e cagA com as principais doencas
encontradas neste trabalho, ou seja, gastrite, Ulcera péptica e esofagite, encontra-

se na Tabela lll.



TABELA Il - GENOTIPOS DO vacA E cagA DE PACIENTES DE ACORDO COM
AS PRINCIPAIS PATOLOGIAS.
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GENOTIPO GT UP GERD
n (%) N (%) n (%)

cagA

cagA + 12 (85,7 %) 2 (100 %) 6 (100 %)
cagA - 2 (14,3 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
vacA

sl 8 (57,1%) 2 (100%) 4 (66,7 %)
s2 6 (42,9%) 0 (0%) 2 (33,3 %)
ml 10 (71,4 %) 2 (100%) 4 (66,7 %)
m2 4 (28,6 %) 0 (0%) 2 (33,3 %)
siml 8 (57,1%) 2 (100%) 4 (66,7 %)
sim2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
s2m2 5 (35,7%) 0 (0%) 2 (33,3%)
s2ml 1 (7,2 %) 0 (0%) 0 (0%)
Total 14 2 6

NOTA: gastrite (GT); Ulcera péptica (UP); esofagite (GERD).
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5. DISCUSSAO

5.1. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FITOTERAPICOS

H. pylori tem sido associado a varias desordens do trato gastrointestinal,
tais como gastrite cronica, doenca da Ulcera péptica e cancer gastrico (GADHI et
al., 2000), e sabe-se que 0 mesmo pode ser erradicado com uma combinagéo de
agentes terapéuticos, como agentes antimicrobianos, sais de bismuto e inibidores
de bomba protdnica. Entretanto, além de causar efeitos colaterais, nem sempre a
cura é alcancada (STAMATIS et al., 2003).

O incremento do uso de antibidticos na medicina humana e veterinaria, na
agricultura, na preservacéo de alimentos, na suplementacéo de ragdes de aves e
de outros animais tem ocasionado os conhecidos problemas de resisténcia
microbiana (VALGAS, 2002). Assim, um agente natural ndo antibiético, o qual seja
eficaz e livre de efeitos colaterais pode ser de grande importancia no auxilio a
terapia de erradicacao do H. pylori.

A escolha das plantas a serem utilizadas para analise nem sempre é uma
tarefa facil, devido a grande variedade de espécies existentes. Porém, a mesma
pode ser orientada, levando-se em conta as informacdes da medicina popular.
Outros aspectos importantes que devem ser levados em consideracdo sdo as
informacdes botéanicas e quimico-taxonémicas (BRESSOLIN e CECHINEL FILHO,
2003).

Ha muitos anos no Brasil, extratos botanicos tém sido utilizados como
remédios na medicina popular para o tratamento de desordens dispépticas, assim,
alguns destes foram escolhidos neste trabalho para analise da atividade
antimicrobiana in vitro contra isolados clinicos e linhagens referéncia de H. pylori.

Os extratos escolhidos para este estudo foram obtidos a partir das plantas
Malva sylvestris, Chamomilla recutita, Maytenus ilicifolia, Plantago major e Rheum
rhaponticum. Também foram incluidas plantas usadas como condimentos ou

ingredientes alimentares inseridos na cultura brasileira, como Bixa orellana,
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Curcuma longa, Nasturtium officinale e llex paraguariensis (nas variedades erva-
mate verde e tostada).

Para avaliar a susceptibilidade dos extratos frente ao H. pylori foram
utilizados os métodos de disco difusdo e diluicdo em agar. A primeira parte do
estudo consistiu de uma avaliacdo preliminar, pelo método de disco difusédo
utilizando as cepas referéncia J99 e 26695. Este método teve como finalidade a
identificacdo de alguma potencialidade antimicrobiana nos extratos testados.

Os extratos que apresentaram os maiores halos de inibicdo foram Bixa
orellana, Malva sylvestris, Chamomilla recutita e llex paraguariensis (erva-mate
verde e mate tostado).

Apesar do método de disco difusdo ser realizado em meio de cultura sélido,
facilitando o desenvolvimento de H. pylori e a visualizacdo dos halos de inibicao, o
mesmo apresenta algumas desvantagens, como a obtencdo de resultados
qualitativos e a impossibilidade de estabelecer uma comparagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos frente as amostras analisadas (BRESSOLIN e
CECHINEL FILHO, 2003).

Assim, em uma etapa posterior, foram determinadas as concentracdes
inibitérias minimas através do método de diluicdo em agar para os extratos de
plantas acima citados contra 14 isolados clinicos de H. pylori, além das duas
linhagens referéncia J99 e 26695.

Entre os extratos avaliados pelo método de diluicdo em &agar, os que
apresentaram melhor atividade anti-Helicobacter foram Chamomila recutita e llex
paraguariensis (erva-mate verde e mate tostado). A atividade antimicrobiana
encontrada esta relacionada a presenca de diferentes compostos com
propriedades fitoquimicas nos extratos de plantas analisados.

O extrato de Chamomilla recutita contém como principais constituintes
quimicos os flavonodides, dentre os quais destacam-se a apigenina, e os 6leos
essenciais, que apresentam como principais constituintes o camazuleno, bisabolol,
oxido de bisabolol e espatulenol (MAPELI et al., 2005). A atividade antimicrobiana

dos flavondides ocorre pela habilidade deste grupo em se ligar e formar
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complexos com proteinas sollveis e extracelulares e também com a parede de
células bacterianas. Outra caracteristica importante observada em muitos
flavondides lipofilicos € sua capacidade de romper as membranas microbianas
(COELHO et al., 2003).

Em trabalho realizado por Nariman e colaboradores (2004), foi demonstrada
a atividade antimicrobiana in vitro de seis extratos de plantas de origem iraniana
contra H. pylori. Entre 0S compostos presentes nos extratos, estavam o0s
flavonoides.

Os oOleos essenciais, outro composto presente no extrato de Chamomilla
recutita, sdo elementos volateis contidos em muitos 6rgdos vegetais, e estédo
relacionados com diversas funcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos. Tem sido
estabelecido que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas. A composi¢do quimica
dos Oleos essenciais € complexa, destacando-se a presenca de terpenos e
fenilpropanoides (OLIVEIRA et al.,, 2006). O mecanismo de ag&do dos terpenos
ainda néo esta completamente elucidado, porém supde-se que envolva ruptura de
membrana dos compostos lipofilicos (MENDONZA et al., 1997).

A atividade anti-Helicobacter de 6leos essenciais obtidos de varios vegetais
foi comprovada por Ohno e colaboradores (2003), destacando-se no estudo o
extrato de Cymbopogon citratus.

O extrato que melhor apresentou atividade anti-Helicobacter neste trabalho
foi extraido do vegetal llex paraguariensis. A planta € utilizada na alimentacao
brasileira nas formas de cha (mate tostado) e chimarrdo (erva-mate verde). Ao
serem comparadas as duas variedades de extrato, frente a bactéria H. pylori, ndo
foram encontradas grandes diferencas entre as duas, sugerindo que 0 processo
utiizado na fabricagdo do mate tostado, nédo interfere na caracteristica
antimicrobiana do mesmo.

Dentre os produtos do metabolismo secundario ja relatados para a espécie

de llex paraguariensis, destaca-se a presenca dos acidos fendlicos, acido caféico,
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acido clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e &cido
4,5-dicafeoilquinico, dos flavonoides rutina, canferol e quercetina, das saponinas
triterpénicas derivadas dos &acidos ursolico e oleandlico e das metilxantinas,
cafeina e teobromina, sendo atribuidas a estas Ultimas as propriedades
estimulantes da bebida (SCHUBERT et al., 2006).

A caracteristica antimicrobiana da llex paraguariensis esta associada a
presenca de uma série de compostos que conhecidamente apresentam esta
atividade, entre eles os compostos fendlicos, os quais além de inativarem
enzimas, sdo toxicos para as células bacterianas (MASON e WASSERMAN,
1987), os triterpenos que alteram a permeabilidade da membrana lipidica
(HARAGUCHI et al., 1998), ou ainda os flavondides, que conforme descrito
anteriormente, sdo responsaveis pela lise da parede e membrana bacterianas.
Ainda ha relatos que entre as caracteristicas farmacoldgicas da rutina, encontra-se
a acao antibacteriana (HARBONE e BAXTER, 1983)

Estudos realizados por Hongpattarakere e Jonhson (1999) indicam que os
metabdlitos secundarios da llex paraguariensis, como cafeina, triterpenos,
derivados do &cido clorogénico e entre outros, apresentaram efeito inibitorio tanto
para bactérias Gram positivas como Gram negativas.

Outro extrato de planta testado pelo método de diluicdo em &gar foi o de
Bixa orellana. O vegetal, amplamente utilizado na culinaria brasileira, revela a
existéncia, na folha, de um o6leo volatil contendo mono e sesquiterpenos, entre 0s
quais destacam-se ishwarano e varios flavondides. Na semente ocorre um 6leo
essencial rico em all-E-geranilgeraniol, monoterpenos e sesquiterpenos
oxigenados, além de carotendides bixina e norbixina, responsaveis pela cor, e alfa
e beta-caroteno em teores mais baixos (COELHO et al., 2003).

Ao ser avaliado neste trabalho, o extrato de Bixa orellana apresentou
atividade anti-Helicobacter com as linhagens referéncia, porém, com a maioria dos
isolados clinicos, esta atividade nédo foi observada.

A baixa atividade antimicrobiana encontrada para Bixa orellana pode estar

associada com a parte da planta utilizada no processo de obtencdo do extrato, a
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qual altera a composicao e a concentracdo de cada composto presente. Assim,
em estudo realizado por Lans (2007), foi observada uma atividade antimicrobiana
contra varios géneros bacterianos que nao Helicobacter com extrato obtido a partir
da raiz do vegetal. Coelho e colaboradores (2003) demonstraram que foi possivel
inibir o crescimento de bactéria Gram positivas e Gram negativas utilizando varias
partes da planta, como caule, folhas e flores.

O extrato de Malva sylvestris, assim como o de Bixa orellana, n&o
apresentou boa acdo anti-Helicobacter. Embora apresente na sua constituicdo
compostos quimicos como taninos, 6leos essenciais, e flavonodides (BUFON et al.,
2001), elementos conhecidamente antimicrobianos, os mesmos n&o foram ativos

contra a bactéria H. pylori.

5.2. ANALISE DA OCORRENCIA

A bactéria H. pylori é responsavel por uma das infec¢des bacterianas mais
frequentes no mundo, e sua incidéncia esta bem estabelecida em varios paises.
Entretanto no Brasil h4 apenas alguns relatos epidemioldgicos nas regides Sul
(Rio Grande do Sul e Parand), Sudeste (Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais), Centro Oeste (Mato Grosso) e Nordeste (Maranhéo), oscilando de 59,9%
no Rio de Janeiro (RJ) a 96% em Sé&o Luiz (MA) (LADEIRA et al.,, 2003). Em
estudo epidemioldgico realizado por Pilonetto (2001), foi determinado que a
soroprevaléncia da infeccdo pelo microrganismo na cidade de Curitiba foi de
52,9%. Valores semelhantes encontrados neste trabalho (51,9%), confirmam a
alta ocorréncia da infeccdo em nosso meio. As diferentes taxas relatadas por
Ladeira e colaboradores (2003) podem ser devido as diferentes dimensdes
continentais e desigualdades socio-econdmicas existentes no Brasil.

Foi observado neste estudo que a ocorréncia do microrganismo aumentou
significativamente de acordo com a idade (p < 0,0003). Este fato pode ser

atribuido ao efeito coorte, onde a maior ocorréncia observada em individuos



83

idosos reflete um risco maior de aquisicdo da infeccdo que essas pessoas tiveram
guando criancas (BITENCOURT et al., 2006).

Em relacdo ao sexo do paciente, nenhuma diferenca significativa foi
observada neste trabalho (p=0,9526). Estudos realizados por Pilonetto (2001)
confirmam este dado.

Ao realizar o diagndstico da infeccdo por H. pylori através de meétodos
invasivos, como a cultura, foi possivel isolar o microrganismo utilizando-se tanto
as biopsias do corpo como a do antro para a maioria dos pacientes estudados
(78,6%), porém em uma minoria, houve crescimento do H. pylori apenas na
biépsia do corpo (7,1%) ou do antro (14,3%).

Na obtencdo de bidpsia gastrica, através da endoscopia digestiva, o local
para pesquisa do H. pylori no estdtmago pode ser o antro ou 0 corpo, porém nao
esta claro qual o sitio mais acometido. Bayerdorffer e colaboradores e Dixon e
colaboradores recomendam a necessidade da utilizacdo de biépsia de antro e de
corpo, favorecendo o diagnéstico da infecgcdo (FRANCISCO JR et al., 2004).

5.3. FATORES DE VIRULENCIA

Na maioria das vezes, a infec¢do por H. pylori € assintomatica e o paciente
apresenta algumas manifestacdes clinicas discretas. Apenas uma minoria
desenvolve Ulcera péptica, importante causa de morbidade no mundo, ou ainda
gastrite crbnica atrofica, considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
adenocarcinoma gastrico (ASHOUR et al., 2002).

Alguns fatores de viruléncia tém sido associados com diferentes doencas.
No presente estudo, foram determinados os genes de viruléncia vacA, cagA e
napA de H. pylori isolados de pacientes da regido de Curitiba - PR (Brasil), bem
COMO sua associagao entre as diferentes doencas e a presenca destes genes.

Das 42 amostras estudadas, 3 (7,7%) apresentaram gendtipos multiplos,

indicando a ocorréncia de infeccbes multiplas nestes pacientes. Valores
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superiores (15%) foram encontrados em outro trabalho realizado no Brasil
(ASHOUR et al., 2002). O que permitiu esta analise foi a presenca de mais de
uma variante alélica do gene vacA.

As infec¢cdes multiplas apresentam diferentes taxas de prevaléncia, sendo
encontrada em proporgdes menores que 10% em locais como Estados Unidos,
Franca e Japdo, e atingindo altas taxas como em Portugal e México (GODOY,
2002). A variacao entre as taxas de infeccdes multiplas pode ser explicada devido
a grande diversidade de prevaléncia mundial da bactéria.

Os genotipos vacA tém sido considerados importantes marcadores de
patogenicidade para H. pylori, decorrentes da producao de citotoxina vacuolizante,
a qual causa danos epiteliais in vivo, além de apresentarem associacdo na génese
da Ulcera péptica (VAN DOORN et al., 1998).

Através da utilizacdo de primers especificos, foi possivel classificar isolados
de H. pylori como do tipo s1 ou s2. Assim, entre as 39 amostras analisadas, a
maioria (58%) foi classificada como do tipo sl e o restante (42%) como do tipo s2.

A distribuicdo geogréfica dos alelos do vacA é variavel (VAN DOORN et al.,
1999). A freqiéncia de s1 encontrada neste estudo foi semelhante a da Franca,
Canada, Italia e Estados Unidos (aproximadamente 60%) (YAMAOKA et al.,
1999). Valores superiores foram encontrados em estudos realizados na América
do Sul (71,4%) (YAMAOKA et al.,, 1999) e no Brasil (72,7%) (ASHOUR et al.,
2002).

Alguns autores propuseram que a prevaléncia do alelo s1 na doenca da
Ulcera péptica, seria maior quando comparada com o alelo s2, pois a primeira
secretaria uma maior quantidade de citotoxinas ativas e seriam consideradas mais
virulentas (ATHERTON et al., 1997). Neste trabalho apenas 2 pacientes
apresentaram doenca da Ulcera péptica, embora 100% deles eram do alelo s1.

Ao serem analisados os alelos da regidao m, aproximadamente 58% das
amostras foram identificadas como ml e 42% como m2. Os alelos da regiao

mediana (M1 e m2) estdo associados com o0s niveis de citotoxina produzidos,
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assim o alelo m1 esta relacionado com producdo em maior quantidade da mesma
(ATHERTON et al., 1995).

De maneira geral, a distribuicdo dos alelos m € mais homogénea do que a
dos alelos s, onde metade das amostras sdo ml e a outra metade m2 (VAN
DOORN et al., 1999). Tal fato foi constatado neste trabalho, porém, resultados
diferentes foram relatados por pesquisadores brasileiros (ASHOUR et al., 2002),
gue observaram 61,8 e 36,4% respectivamente para os alelos m1 e m2.

A associacao entre o genotipo slml e o desenvolvimento de Ulcera péptica
apresenta controvérsias na literatura (GODOY, 2002), porém alguns autores
sugerem uma maior frequéncia do alelo em relacdo a doenca (ASHOUR et al.,
2002). Este fato ndo pode ser analisado, devido ao baixo niumero (2) de pacientes
com Ulcera péptica incluidos no estudo.

Assim como o vacA, a prevaléncia de amostras cagA positivas varia de uma
regido geografica para outra. Em grande parte dos paises da Europa Ocidental e
nos Estados Unidos, a prevaléncia de amostras cagA positivas varia entre 59 e
75%; na lItalia e em Portugal, as taxas sdo superiores a 80% e no México,
praticamente100% dos individuos apresentam-se colonizados por amostras que
carreiam o gene (ASHOUR et al., 2002). A frequéncia de pacientes incluidos na
pesquisa, que apresentaram o gene cagA foi de 92,3 %.

Acredita-se que pacientes infectados com linhagens mais virulentas de H.
pylori (cagA +, vacA s1) poderiam desenvolver uma “protecdo” contra GERD
(PEEK et al., 1995). Varias hipoteses tém sido formuladas com o objetivo de
explicar este fenbmeno, entre elas que as lesdes causadas no corpo gastrico
resultariam em uma diminuicdo da secrecédo acida no estbmago, podendo prevenir
o desenvolvimento de GERD (GODOQY, 2002). Neste trabalho ndo foi encontrada
uma relacdo entre a presenca de linhagens menos virulentas (s2m2) do gene
vacA e a presenca de GERD.

Alguns autores sugerem a associacdo entre a alta prevaléncia do gene
cagA e doencas severas, como a ulcera duodenal (BRITO et al., 2003). Este dado

ndo pode ser avaliado devido ao pequeno numero de pacientes com esta



86

sintomatologia, porém a alta prevaléncia deste gene em doencas mais brandas,
como gastrite e GERD, sugerem que o gene cagA nao pode ser considerado um
marcador especifico de severidade.

O gene napA foi encontrado em todas as amostras de H. pylori analisadas,
mesmo nas linhagens cagA negativas. O gene napA esta presente em todos os
isolados de H. pylori, e € responsavel pela codificacdo de uma proteina
denominada Hp-nap, a qual estd associada com a reacgéo inflamatoria das células
gastricas em resposta a infeccdo pelo microrganismo. Alguns estudos tém
sugerido que existe uma possivel variacdo nos niveis de expressao de Hp-nap, o
que poderia explicar as diferencas encontradas na resposta do paciente as
infecgdes (EVANS et al., 1995).

Como o gene napA esta sempre presente nos isolados de H. pylori, o
mesmo pode ser utilizado como uma alternativa no auxilio ao diagnostico das

infeccoes.
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6. CONCLUSOES

1. A ocorréncia da infeccdo por H. pylori dos pacientes atendidos no Servigo de
Endoscopia Digestiva do HC-UFPR, na cidade de Curitiba, foi de 51,9% e
pode-se observar que a mesma aumentou significativamente de acordo com a
idade, porém nao houve significAncia estatistica em relacdo ao sexo do

paciente.

2. Os alelos s1 e m1 do gene vacA sdo os mais freqliientemente observados, em
Nosso meio, has amostras de pacientes infectados com H. pylori e o gene cagA

esteve presente na maioria das amostras isoladas.

3. A elevada prevaléncia do gene cagA em doencas severas, como a Ulcera
péptica, ndo pode ser avaliada devido ao pequeno nimero de pacientes com
esta sintomatologia, porém a alta prevaléncia deste gene em doencas mais
brandas, como gastrite e GERD, sugerem que o0 gene cagA nao pode ser

considerado um marcador especifico de severidade.

4. A possivel associacdo entre uma maior frequéncia do genétipo slml e o
desenvolvimento de Ulcera péptica, também ndo pode ser avaliada devido ao

baixo numero de pacientes com Ulcera péptica incluidos no estudo.

5. Neste trabalho n&do foi encontrada uma possivel relacdo entre a presenca
de linhagens menos virulentas do gene vacA (s2m2) e o desenvolvimento de

refluxo gastroesoféagico.

6. O gene napA foi encontrado em todas as amostras analisadas, podendo o
mesmo servir como marcador molecular no auxilio ao diagnéstico das

infeccbes causadas por H. pylori.
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7. Entre os extratos vegetais analisados neste trabalho, o de llex paraguariensis
(erva-mate verde e mate tostado) apresentou melhor atividade anti-
Helicobacter pylori, seguido da Chamomilla recutita. Estudos clinicos e analise
dos componentes dos principios ativos serdo realizados posteriormente para

confirmar a atividade anti-Helicobacter in vivo destes extratos.

8. O extrato vegetal de Malva sylvestris apresentou atividade antimicrobiana com
as linhagens referéncia de H. pylori J99 e 26695, porém, com a maioria dos
isolados clinicos, esta atividade ndo foi observada. Resultado semelhante foi

encontrado para o extrato de Bixa orellana.

9. A busca de componentes bioativos em plantas deve ser incorporada a
programas de pesquisa, a fim de legitimar o uso de plantas medicinais no

tratamento das diferentes patologias.
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105

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Helicobacter pylori é um bacilo Gram negativo curvo ou helicoidal, responsavel pela
etiopatogenia de diversas doencas do aparelho digestivo, como a gastrite e a Ulcera péptica.
Vocé ou seu acompanhante tem a possibilidade de ter esta bactéria no trato gastrointestinal e por
isso, esta sendo convidado a participar do estudo intitulado: Analise Antimicrobiana “in vitro”
de diferentes fitoterapicos em cepas de Helicobacter pylori.

E através das pesquisas clinicas que ocorrem os avancos na medicina e sua participacdo ou de
acompanhante € de fundamental importancia.

O objetivo desta pesquisa € isolar e caracterizar cepas de H. pylori a partir de bidpsias
gastroduodenais e posteriormente identificar diferentes fitoterapicos que apresentem atividade
antimicrobiana “in vitro” contra estas cepas.

Caso vocé ou seu acompanhante participe da pesquisa, no momento de realizar a
endoscopia digestiva pelo médico, um fragmento de bidpsia gastrica a mais sera coletado, sem
ocorrer danos a sua saude.

As coletas serdo realizadas durante a consulta ambulatorial, obedecendo a um protocolo de
avaliagdo dos fatores de risco para doenca péptica.

O Dr.Julio César Pisani, responsavel clinico pela pesquisa podera ser contatado no Hospital
de Clinicas, 3° andar, no telefone 360-1800 ramal 7841 e fard o acompanhamento clinico de
qualquer problema conforme consta no padréo ético vigente no Brasil.

A sua participacdo ou de seu acompanhante neste estudo € voluntéria. Vocé tem a liberdade
de recusar participar do estudo, ou se aceita a participar, retirar seu consentimento a qualquer
momento.

Todas as despesas necessérias para a realizagdo da pesquisa ndo sao de responsabilidade do
paciente e nem de seus pais ou responsaveis.

As informacgdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos pesquisadores que
executam a pesquisa, no entanto, se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou publicagéo,
isto sera feito de forma codificada, para que a confidéncia seja mantida.

Pela sua participacdo ou de seu acompanhante no estudo, ndo havera remuneracdo em
dinheiro.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome ou de seu acompanhante, e
sim um cédigo.

Eu, li o texto acima
e compreendi a natureza e objetivo do estudo ao qual fui convidado a participar. Concordo
voluntariamente em participar desta pesquisa.

Assinatura do Paciente ou responsavel

Local: Data / /
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DIAGRAMA INICIAL DE PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS



107

DIAGRAMA INICIAL DE PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

v

81 PACIENTES HC-UFPR

1

BIOPSIA GASTRICA
(corpo + antro)

1

Transporte - tubos contendo 0,5 ml de
caldo tioglicolato - mantidas a 4° C,
por um periodo maximo de 5 horas

1

Caracterizacdo molecular dos genes
de viruléncia e determinacéo da
ocorréncia do microrganismo

!

14 PACIENTES UNIFAG-USF

1

BIOPSIA GASTRICA
(corpo + antro)

1

Isolamento, identificacdo e
armazenamento a - 80°C, até o
momento do uso.

1

Determinacéo da atividade anti-
Helicobacter dos extratos de
plantas



