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Resumo

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa, microaerofila que
pode colonizar o estbmago humano e € capaz de formar o biofilme, fator
predisponente para o desenvolvimento de doengas gastricas. O pequeno
arsenal para o tratamento de infec¢des por H. pylori utiliza da claritromicina
em associacao, porém o desenvolvimento de resisténcia leva a necessidade
de buscar novos farmacos. Paullinia cupana, conhecida como guarana é rico
em compostos fendlicos como os taninos, que apresentam atividade
antimicrobiana. O trabalho tem o objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e
anti-biofilme do extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE) e fracéo
aquosa (FAQ) de P. cupana. Foram determinadas as concentracoes
inibitéria e bactericida minima (CIM e CBM), além da atividade na formacao
de biofilme e sobre biofilme pré-formado. A CIM da FAE foi de1250 pg/ml,
sendo mais ativo que EB e FAQ, 2500 pg/ml. Para a claritromicina, a CIM foi
de 0,39 pug/ml. Quanto a CBM, o guarana foi bactericida nas concentracdes
correspondentes da CIM e a claritromicina apresentou atividade
bacteriostatica. No ensaio anti-biofime, FAE na concentragdo de 312,5
pg/ml inibiu 54,6% na formacao do biofilme, enquanto a inibicdo do biofilme
pré-formado foi de 27,14% demonstrando maior efetividade comparado aos
outros compostos. Apesar da CIM apresentar-se > 1000 pg/ml,
concentragbes mais baixas demostram eficacia na formacdo do biofilme
bacteriano. Logo, pode-se comprovar a atividade do extrato e fragbes de P.
cupana frente a H. pylori.
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Introducao

Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa, espiralada,
microaerdfila que pode colonizar o estbmago humano. Sua distribuicdo é
cosmopolita e sua transmissao decorre do contato fecal-oral, oral-oral e
iatrogénica (Dunn et al., 1997). Um dos fatores de viruléncia dessa bactéria,
€ a capacidade de formacdo do biofilme, gerando uma rede complexa no
epitélio gastrico, o que propicia o desenvolvimento de patologias como a
gastrite, Ulcera péptica e o linfoma gastrico.

A terapia empregada para o tratamento das infeccfes causadas pelo
H. pylori se baseia em um conjunto de farmacos, utilizando a claritromicina
em associacdo. Porém, o indice de prevaléncia de cepas resistentes a esses
antibioticos é crescente, levando a busca de novas substancias que
apresentem um potencial antimicrobiano. Paullinia cupana, planta tipica do
Brasileira conhecida como guarana, apresentando em sua COMPOSICA0
substancias com propriedades estimulantes do sistema nervoso central
e rico em compostos fendlicos como os taninos, que apresentam atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (Jesus et al., 2012).

O objetivo do trabalho foi determinar a atividade antimicrobiana do
extrato e fragcbes de P. cupana, avaliando a CIM e CBM frente a bactéria H.
pylori e sua influéncia na formacéo do biofilme.

Materiais e métodos
Determinagéo da concentragéo inibitdria minima (CIM)

A partir de uma cultura bacteriana de H. pylori ATCC 43504 cultivada
em caldo BHI contendo 10% de soro fetal bovino em microaerofilia por 24 h
e ajustado a uma concentracdo de 10’ UFC/ml em salina, para preparacéo
do inéculo. O extrato bruto (EB) e as fracdes acetato de etila (FAE) e aguosa
(FAQ), foram solubilizadas em agua destilada para a solucao teste (ST). Em
uma placa de 96 pocos foi realizado uma diluicdo seriada, com uma
concentragao inicial de 5000 pg/ml. Em seguida, foram adicionados aos
pocos, 5 pl da suspensdo de microrganismos padronizada, e a placa foi
incubada a 37 °C durante 72 h e em microaerofilia. A concentragéo inibitoria
minima foi determinada como sendo a menor concentracdo da fracdo capaz
de inibir o crescimento microbiano in vitro.
Determinagéo da concentragdo bactericida minima (CBM)

A partir do MIC realizado, foram transferidos 10 ul de cada pogo da
placa de 96 pocos para uma placa de Petri contendo agar sangue 5% e
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incubados por 24 h em microaerofilia. A CBM foi determinada como a menor
concentragao capaz de inibir o crescimento em placa (Pastene et al,. 2010).
Ensaio anti-biofilme

Ensaio da formacao do biofilme: H. pylori foi cultivada em caldo BHI
suplementado com 2% de soro fetal bovino e 0,3% de glicose e incubada 24
h a 37°C em microaerdfilia e agitacdo constante a 90 rpm. Apds incubacao,
o inoculo foi ajustado para a densidade optica de 0,15 a 600 nm (DOgno),
correspondente a 2,84x10’UFC/ml e colocados em placa de 24 pocos.
Foram adicionados os tratamentos com o EB, FAE e FAQ de guarana nas
concentracbes de 5000, 2500, 1250, 675 e 312,5 ug/ml e claritromicina,
incubadas nas mesmas condi¢des por 48 h. Apés incubacao, foi quantificado
utilizando uma solucéo de cristal violeta 0,1% e ressuspendidas com etanol
e acetona (80:20) e feito a leitura em 540 nm, em leitor de ELISA.

Ensaio do biofilme pré-formado: utilizou-se o0 mesmo procedimento,
modificando o tratamento, que foi adicionado depois de 48 h para a
formacéo do biofilme e incubados por 24 h, e realizado a leitura (Gaddy et.
al., 2015 modificado).

Resultados e Discussao

A CIM para o EB, FAE, FAQ e a claritromicina, foram
respectivamente: 2500 pug/ml, 2500 pg/ml, 1250 pg/ml e 0,39 pg/ml. A CBM
foi correspondente a CIM, com caracteristicas bactericidas exceto para a
claritromicina que a 0,78 pg/ml, foi bacteriostatica. O ensaio do biofilme, foi
realizado em dois procedimentos distintos, com o objetivo de avaliar o
tratamento com os extratos e fracdes de P. cupana na formacéao (Fig. 1A), e
sobre o biofilme pré-formado (Fig. 1B).
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Figura 1 A - Porcentagem de inibicdo na formacéo do biofilme de H. pylori com P. cupana.
Figura 1 B- Porcentagem de inibicao do biofilme pré-formado de H. pylori com P. cupana.

"‘{i_\ -

[, FUNDACAO .+ PARANA
;“/:<\ ; @cmpq U GOVERNO DO ESTADO
2

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

Nesse estudo, foi demonstrado que o extrato e fracdes de P. cupana
atuam na formacdo e no biofilme de H. pylori. A fracdo acetato de etila
(FAE), demonstrou uma maior atividade em relacao ao extrato bruto (EB) e a
fracdo aquosa (FAQ), em ambos os experimentos. Na formacédo do biofilme,
observou-se que mesmo na concentracao de 312,5 ug/ml de FAE a inibicao
foi de 54,6%, enquanto o tratamento com o biofilme pré-formado, foi de
27,1%. Para a claritromicina, avaliada na concentracdo de 0,78 pg/ml, a
inibicdo foi correspondente a 85,5% na formacao e 63,0% no biofilme pré-
formado. Apesar da concentracdo inibitéria minima dos compostos
apresentarem um valor >1000 pg/ml, concentragbes mais baixas
demonstraram efetividade na inibicdo da formacao do biofiime.

Conclusbes

Foi determinado a concentracédo inibitéria e bactericida minima, além
da porcentagem de inibicdo do biofilme com o extrato e fracbes de Paullinia
cupana frente a bactéria Helicobater pylori, comprovando sua capacidade de
inibicdo na formagao do biofilme.
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