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RESUMO

Helicobacter pylori € uma bactéria responsavel por causar infeccdo em cerca de
50% da populacdo mundial. Essa bactéria se instala no estdbmago e sua infeccéo
costuma ser assintomatica, mas, nos casos em que se agrava, a infeccdo pode
desencadear inflamacado da mucosa gastrica, Ulceras pépticas e cancer gastrico. A
espécie vegetal Limonium brasiliense é conhecida por sua atividade anti-inflamatoria
e antioxidante, podendo ser uma nova fonte de substancias com acao anti-H. pylori.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade anti-H. pylori de extrato de
rizomas de L. brasiliense em estdmagos de camundongos C57BL/6. O extrato bruto
foi obtido por turbo-extragcdo. Os estdbmagos de camundongos C57BL/6 foram
previamente infectados com H. pylori e tratados com o extrato bruto, divididos em
grupos (n=7): nao infectados e nao tratados (C-), infectados e néo tratados (C+),
infectados e tratados com o extrato nas doses de 50 e 100 mg/kg (T1l e T2,
respectivamente). Foi realizado o teste rapido da urease (TRU) e a andlise
histolégica (AH), observando a preservacdo do epitélio gastrico, a presenca de
infiltrado inflamatério e a presenca de bactérias. Para o TRU, o grupo T1 e T2
apresentaram cerca de 70% de resultados negativos. Na AH, observou-se
preservacao do epitélio, auséncia de infiltrado inflamatorio e auséncia de H. pylori
em aproximadamente 70% dos estdbmagos do grupo T1 e T2. Assim, o extrato de L.
brasiliense possui atividade anti-H. pylori, devido a menor positividade para o TRU e
apresentacao histologica dos estémagos dentro da normalidade.

INTRODUCAO

O estdbmago é o 6rgédo responsavel pela digestdo das proteinas, por acédo do acido
cloridrico e pepsina, sendo um ambiente &cido. Para neutralizar o pH desse
ambiente ha a producédo de muco pelas células da mucosa, que tem por funcéo ser
uma barreira protetora da superficie da mucosa gastrica. Quando h& um
desequilibrio entre o sistema protetor da mucosa e fatores agressores, podem surgir
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Ulceras pépticas, que se caracterizam pelo surgimento de lesées na mucosa, pela
acao do acido estomacal (CRISTO; COOPER-DOCKERY, 2016).

Outra causa comum para o surgimento de Ulceras é devido a infec¢do pela bactéria
Helicobacter pylori. Essa bactéria possui como fator de viruléncia a enzima urease,
gue promove a hidrolise da ureia em amonia. Com isso, ocorre a neutralizacdo do
pH na superficie da mucosa gastrica, permitindo que a bactéria fixe-se nesse local
(LADEIRA et al., 2003).

A espécie vegetal Limonium brasiliense Kuntze (Plumbaginaceae), popularmente
conhecida como baicuru, € encontrada na América do Sul. Seu uso popular consiste
no preparo de infuso ou decocto dos rizomas. Estudos indicam sua acdo anti-
inflamatéria e antioxidante (MOURA et al., 1985; BLAINSKI et al., 2017; PILATTI et
al., 2022).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-H. pylori de extrato
de rizomas de L. brasiliense.

MATERIAIS E METODOS

Extrato vegetal

O extrato utilizado foi obtido através da utilizacdo de rizomas secos e fragmentados
de L. brasiliense, empregaram-se 10 L de uma mistura de solventes. O extrato foi
filtrado, removido a fase organica por rotaevaporacdo sob pressdo reduzida e
liofilizado, produzindo o extrato bruto (EB), o qual foi conservado em baixa
temperatura (-20,0 °C) até sua utilizacéo.

Amostra utilizada

Foram utilizados estdbmagos de camundongos da linhagem C57BL/6 separados em
4 grupos (n=7): animais nao infectados e néo tratados (C-), animais infectados e n&o
tratados (C+), animais infectados e tratados com dose de 50 e 100 mg/kg (T1 e T2,
respectivamente). Os animais foram previamente infectados e tratados. A dose
utilizada foi definida através de concentracdes testadas in vitro sendo transposta
para o estudo em animais. Os animais dos C- e C+ receberam agua filtrada para
controle do estresse gerado devido a inoculagao forgada.

A eutanasia dos camundongos foi realizada com superdosagem de cetamina e
xilazina (1:1), via intraperitoneal. Os animais foram abertos na regido abdominal e a
remocao de seus estdmagos foi feita com auxilio de pinca e tesoura. Os estbmagos
foram abertos em sua curvatura maior, esticados com o auxilio de espinhos em
isopor e lavados com solugdo salina. Foi seccionado em sua metade
longitudinalmente: em um dos lados foi coletada uma amostra de didametro de 4 mm
da regido do antro, a qual foi utilizada no teste de urease e o outro lado integro dele
foi fixado para analise histologica. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa,
sob numero 4554021215.

Teste rapido de urease (TRU)

FUNDACAO

-\4UEM.“*'~E-" RQcnpq s




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica

s . e . . 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior €4 de Novembro e

As amostras dos estdmagos foram colocadas em microtubos de 2 mL, previamente
autoclavados, contendo solucdo tampéao fosfato-salino (PBS, 100 mM e pH 6,8),
0,001% de vermelho de fenol (p/v) e 200 mM de solucdo de ureia filtrada. Apos a
adicdo da amostra ao microtubo, eles foram mantidos em temperatura ambiente e
armazenados protegidos da luz. Os resultados foram avaliados apds 24 h,
observando a alteracdo da cor do meio.

Andlise histoldgica (AH)

A outra metade do estdmago foi fixada em formalina tamponada [formol 10% (v/v)
em solucédo tampao PBS, pH 7,4]. Apos 24 h, a solucao foi removida e adicionado
alcool 70% para conservagdo do tecido. Posteriormente, os estébmagos foram
submetidos ao processo de desidratacdo, com série de alcool 80, 90 e 100%, e ao
processo de clarificacdo e remocédo do alcool, em xilol. Em seguida, foi removido o
xilol através da imersdo da amostra em parafina liquida, duas vezes, e, em seguida,
foi realizado o processo de emblocamento.

Na regido do antro, foram realizados cortes transversais semi seriados, na
espessura de 6 um, com o auxilio de um micrétomo, e foram preparadas 4 laminas,
coradas com corante Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram analisadas
qualitativamente enquanto a preservacdo do epitélio gastrico, observando éareas
com focos inflamatérios e a presenca da bactéria H. pylori.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A infeccdo causada pela bactéria H. pylori foi confirmada através do TRU, devido a
alta taxa de positividade do grupo C+ quando comparada ao grupo C-. Os grupos T1
e T2 apresentaram reducdo na taxa de positividade desse teste, podendo indicar a
capacidade do EB na inibicdo da enzima urease ou atividade bactericida para H.
pylori, como demonstra a tabela 1.

Tabela 1- Resultados do TRU e da analise histologica para os grupos analisados

Grupo Taxa de Aspecto do Presenca de Taxa de estbmagos
positividade epitélio infiltrado com infiltrado
para o TRU (%) inflamatorio inflamatorio (%)
C- 0 Preservado Ausente 0
C+ 57 Preservado Presente 43
T1 29 Preservado Ausente 29
T2 29 Preservado Ausente 29
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Como critério de avaliacdo para a AH, observou-se a diferenca entre 0os estbmagos
dos grupos C- e C+, determinando como seria um estébmago “normal” e um
estbmago infectado com a bactéria, respectivamente. No C- foi observado uma
preservacdo do epitélio gastrico e auséncia de infiltrado inflamatorio. JA no C+
observou-se a presenca de neutrofilos e linfécitos em maior abundéncia quando
comparados ao C-, indicando a infec¢cao causada pela bactéria H. pylori.

No T1 e no T2 foi observado semelhanca ao grupo C-. O epitélio apresentou-se
preservado, integro. A mucosa gastrica possuia células superficiais, parietais e
mucosas, com auséncia de infiltrados inflamatérios. Portanto, na maioria dos
estbmagos que receberam os tratamentos ndo houve alteracbes causadas pela
infeccéo de H. pylori, podendo indicar a efetividade dos tratamentos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir do TRU e da AH de estdbmagos de camundongos
C57BL/6 sugerem que o extrato de rizomas de L. brasiliense possui atividade anti-H.
pylori, podendo ser uma nova fonte de substancias ativas, ou entdo uma nova
proposta de tratamento contra essa infeccao.
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