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Resumo

A infecgao por Helicobacter pylori (H. pylori) afecta 50 % da populagdo mundial e
estd associada a gastrite cronica, a ulcera péptica e ao cancro gastrico. A
aquisigéo da infeccdo por H. pylori e a sua erradicagdo espontanea parece ser
comum na infancia. Na fase adulta, a infeccao € mais persistente. Alguns autores
defendem que o consumo de bebidas alcodlicas pode contribuir para a
erradicagdo espontanea de H. pylori, nos adultos. Esta hipotese & apoiada por

varios estudos epidemiologicos e experimentais.

No presente trabalho foi testada, in vitro, a actividade anti H. pylori de vinho tinto e
branco, de diferentes tipos de cerveja (branca com e sem alcool, preta com alcool
e preta com alcool enriquecida com xantohumol e iso-xantohumol), assim como
do resveratrol e do xantohumol, compostos fenélicos presentes no vinho e na

cerveja, respectivamente.

Onze estirpes clinicas e uma estirpe de referéncia (CCUG 15818) de H. pylori
foram inoculadas em agar Columbia suplementado com 10 % de sangue, ao qual
foram adicionadas as varias bebidas e os compostos fendlicos, em diferentes
concentragdes, e incubadas em condigdes de microaerofilia, a 36 + 1°C durante

48 horas.

A inibicao do crescimento, in vitro, de todas as estirpes estudadas, foi observada

para as concentragdes de 45 % para os vinhos (tinto e branco) e de 67,5 % para

as cervejas com alcool (branca, preta e preta enriquecida). A cerveja sem alcool



iii
inibiu o crescimento de 83 % das estirpes estudadas, para uma concentragdo de
90%.

O resveratrol e o xantohumol apresentaram actividade anti H. pylori para todas as

estirpes para uma concentragéo de 100 ug/ml.

Através deste trabalho verificou-se que os vinhos tinto e branco, assim como as
cervejas (branca com alcool, preta com alcool e preta enriquecida) inibem o
crescimento de H. pylori in vitro. Os resultados obtidos com as bebidas, cujo efeito
inibitorio foi superior ao dos compostos fenoélicos isolados, levanta a hipotese de
que estas bebidas tém outros constituintes como o etanol e/ou outros compostos

polifendlicos que actuam de forma aditiva ou sinérgica potenciando o efeito

destes.
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Abstract

The prevalence of Helicobacter pylori (H.pylori) infection is around 50 % of the
world population and is associated with chronic gastritis, peptic ulcer and gastric

cancer.

Acquiring the H. pylori infection and its spontaneous eradication seems to be
common during childhood. In adults, the infection is more persistent. Some
authors propose that the consumption of alcoholic beverages may contribute to
the spontaneous eradication of H. pylori in adults. This hypothesis is supported by

experimental and epidemiological studies.

In the present work, the anti- H. pylori activity of some alcoholic beverages (red
and white wine, alcohol-free white beer, white beer with alcohol, stout beer and
stout beer enriched with xanthohumol and iso-xanthohumol) was studied. The anti
H. pylori activity of resveratrol and xanthohumol, phenolic compounds present in

wine and beer, respectively, was also studied.

Eleven clinical strains and one reference strain (CCUG 15818) of H. pylori were
inoculated in Columbia agar supplemented with 10 % of blood. The beverages and
compounds in study were added in different concentrations, and were incubated in

micro-aerophilic conditions, at 36 £ 1°C for 48 hours.

Growth was inhibited in vitro for all strains studied in the presence of 45 % of wine

(red and white) and 67,5 % of beer with alcohol (white, stout and stout enriched).




Non-alcohol beer inhibited the growth of 83 % of the studied strains when the
concentration was 90 %. Resveratrol and xanthohumol presented anti H. pylori for

all the studied strains at 100 pg/ml.

It was observed that the red wine, white wine and the beer (white with alcohol,
stout and stout enriched) inhibited H. pylori growth in vitro, suggesting that the

alcoholic beverages had other components, ethanol and/or polyphenolic

components which may have additive or synergic effects.
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1. Introdugao

1.1. Epidemiologia da infec¢ao por Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) foi isolado pela primeira vez, em 1982, por Warren e
Marshall, na Australia (1,2). Esta bactéria foi inicialmente integrada no género
Campylobacter e denominada como Campylobacter pylori. Em 1989, foi criado o
género Helicobacter, por se considerar que, pela sua morfologia e caracteristicas
estruturais e genéticas, devia ser colocada num novo género, passando a

denominar-se Helicobacter pylori (3,4).

Estima-se que, nos paises desenvolvidos, a infecgdo por H. pylori afecte 20% dos
individuos com idade inferior a 40 anos e 50% dos individuos com idade acima
dos 60 anos. Nos paises em desenvolvimento, a maioria da populagdo jovem esta
infectada e a prevaléncia na populagdo adulta varia entre os 60 e os 90% (3-7).
Em Portugal, a prevaléncia da infecgdo € elevada e estima-se que 80% da

populagao jovem adulta esteja infectada (8).

A infecgao por H. pylori €, normalmente, assintomatica mas tem sido associada
ao desenvolvimento de gastrite cronica, Ulcera péptica, cancro gastrico e linfoma
gastrico do tipo Malt (3,5,9-13). No entanto, nos paises em desenvolvimento,
estas patologias apresentam uma incidéncia baixa e a infeccdo por H. pylori
parece estar relacionada com malnutricao, diarreia crénica, crescimento deficiente

e predisposi¢cao para outras patologias entéricas como a febre tiféide e a colera.

Este fendbmeno & bem ilustrado pelo continente africano que apresenta uma
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prevaléncia da infeccdo que ronda os 90% mas com uma incidéncia baixa de

cancro gastrico. E o chamado “enigma africano” (14, 15).

Transmissao da infecgédo

O estdbmago humano é o reservatério desta bactéria, que tera acompanhado o
processo evolutivo do Homem, desenvolvendo mecanismos que lhe permitem
crescer e multiplicar-se nas condigées hostis (pH acido) do meio gastrico (6,16).
No entanto, a forma de transmissdo e aquisigdo da infecgdo por H. pylori ainda
estd por esclarecer. Varios estudos epidemiolégicos sugerem que o primeiro
contacto com a bactéria ocorre na infancia e que a via de transmissdo é inter-

humana (4,9,10,12,17,18).

Sé&o considerados factores de risco para a infecgdo por H. pylori o baixo nivel
socio-economico, as deficientes condigdes higieno-sanitarias, a possivel
contaminagédo de alimentos e agua, a promiscuidade, o superpovoamento do
agregado habitacional e a existéncia de infecgdo no agregado familiar

(4,6,14,18,19).

Estes dados sdo corroborados pela elevada prevaléncia de anticorpos anti-H.
pylori em populagdes institucionalizadas (orfanatos, infantarios, lares de idosos,
hospitais psiquiatricos), sugerindo que o contacto fisico préoximo entre os
individuos, pode contribuir para a disseminagdo da infeccdo (4). A elevada
prevaléncia da infeccdo em individuos da mesma familia também apoia esta

hipotese (disseminacgéao intra familiar) (4,19).
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Pensa-se que a transmiss&o da infec¢gdo podera ocorrer por via oral-oral ou por

via fecal-oral (10,18,19).

A transmissa@o por via oral-oral podera resultar do contacto com o suco gastrico
proveniente de vomito ou regurgitacdo. Mais recentemente, a detecgcéo de H.
pylori em amostras de saliva e na placa dentaria de individuos com infecgao
gastrica, veio reforcar a hipotese do contacto oral como forma de transmissao

(3,4,6,18,19).

A importancia da via fecal-oral na transmissao da infecgéo por H. pylori nao esta
claramente estabelecida mas constitui também uma hipotese credivel (4,6,18,19).
Existem evidéncias de que a bactéria podera ser excretada viavel nas fezes
conseguindo sobreviver no ambiente, tornando possivel a transmissdao da
infeccao através da ingestdo de alimentos ou agua contaminados (4,6,12). Nos
paises sub-desenvolvidos, as condigdes higieno-sanitarias deficientes privilegiam
a hipétese de transmisséo por via fecal-oral, sendo o contrario valido para os

paises desenvolvidos (8,18).

1.2. Helicobacter pylori

1.2.1. Caracteristicas da bactéria

1.2.1.1. Morfologia

H. pylori € uma bactéria Gram negativa, com forma espiralada ou encurvada,

quando isolada a partir de biopsias gastricas (5,20,21). Tem 2,5 a 5,0 um de
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comprimento e 0,5 a 1,0 um de diametro. As suas exiremidades séao
arredondadas, emergindo de uma delas, entre quatro a seis flagelos (3,5,20,21),
com comprimento aproximado de 3,0 um e 2,5 nm de diametro, o que Ihe confere

grande mobilidade em meios viscosos, como o meio gastrico (5,20,21).

Quando cultivadas in vitro, as células visualizadas, ap0s coloragao, assumem as
formas de bastonete ou em U (forma cocdide) (5,20,21). Em condi¢des de stresse
fisico ou quimico (aumento da tensdo de oxigénio, pH alcalino, aumento de
temperatura, tempo de incubagdo prolongado e tratamento das culturas com
omeprazole ou antibidticos), H. pylori pode apresentar uma forma cocoide com
tamanho variavel entre 0,8 a 1,0 um, nao cultivavel in vitro. Estas formas néao
possuem flagelos unipolares e, apesar de ndao se multiplicarem in vitro, parecem

ser metabolicamente activas (5,20,21).

1.2.1.2. Caracteristicas fisiologicas e bioquimicas

H. pylori € uma bactéria exigente em termos nutricionais e ainda ndo foi descrito
um meio de cultura optimo (s6lido ou liquido). Contudo, sabe-se que necessita de
um meio basal complexo (Columbia agar; agar com infusdo de cerebro e coragéo
“BHIA"; agar base com carvao) enriquecido com sangue, plasma ou emulsao de

gema de ovo (5,21,22).

O seu crescimento in vitro ocorre sob condigdes de microaerdfilia (5% de oxigénio

e 10% de didxido de carbono) a uma temperatura de 37°C, apods quatro a cinco
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dias de incubacao para culturas primarias (obtidas a partir de bidpsias gastricas)

ou dois dias para as culturas subsequentes (3,5,21).

A espécie H. pylori & urease, oxidase e catalase positiva. Estas caracteristicas
bioguimicas associadas a sua morfologia espiralada e ao crescimento, em meio
solido selectivo, sob a forma de pequenas colénias (3 mm) transltcidas, séo

usualmente consideradas adequadas para a sua identificagao (3,5,21).

A actividade ureasica desta bactéria € muito intensa, o que permitiu desenvolver
métodos fiaveis de diagnodstico. Estes métodos podem ser invasivos e consistem
na deteccao directa desta enzima a partir de bidpsias gastricas. A presenca de
urease € determinada pela mudangca de cor do meio em que a biopsia é
depositada, que resulta da hidrélise da ureia em amébnia, aumentando o pH do
referido meio. Outros métodos utilizados sao os testes respiratorios, métodos do
tipo nao invasivo. Estes testes usam ureia marcada com isétopos de carbono,
cuja presenga é quantificada posteriormente no ar expirado, apés a hidrélise da
ureia e consequente libertagdo de didxido de carbono. A detecgéo de dioxido de

carbono isotdpico revela a presenga de infecgéo por H. pylori (5,21,23).

In vitro, H. pylori é resistente ao acido nalidixico, ao trimetoprime, as sulfanomidas
e a vancomicina. Apresenta sensibilidade variavel a claritromicina e ao

metronidazol (5,21)
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1.2.2. Viruléncia e patogenicidade de Helicobacter pylori

A evolucao clinica da infecgao por H. pylori resulta de uma complexa interacgéo
entre os factores de patogenicidade da bactéria, os factores de susceptibilidade

do hospedeiro e factores ambientais. Os factores de patogenicidade permitem a

bactéria (Quadro 1):

¢ Colonizar a mucosa gastrica;

¢ Persistir no estdmago, desencadeando uma resposta inflamatoria cronica;

e Produzir substancias lesivas para a mucosa gastrica (11,24,25).

Quadro 1 — Factores de patogenicidade de Helicobacter pylori (adaptado de 24)

Factores de Factores de Eavbaresifiicos
Colonizagao persisténcia
Urease Urease Urease
Motilidade Lipopolissacaridos
PEENES Catalase e Citotoxina
Dlsmutgs%do Vacuolizante (Vac A)
superoxido -
Ceroprinas Ilheq de
patogenecidade cag |

1.2.2.1. Factores de colonizagdo

Urease

E reconhecida a importancia da urease para a colonizagdo e sobrevivéncia desta
bactéria em meio gastrico, pois catalisa a hidrélise da ureia em amonia,

alcalinizando o ambiente peribacteriano, o que protege a bactéria do meio acido
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em que se encontra (5,11,21). Estudos in vitro demonstraram que esta bactéria

ndo sobrevive em meio acido sem a presencga desta enzima (21).

A actividade da enzima é regulada pela existéncia de um canal (URE 1) para a
ureia e pelo pH. Em presenga de pH baixo, o canal abre permitindo a saida de

ureia; em meio alcalino, o canal fecha, impedindo a saida de ureia (7,26,27).

Motilidade

A forma espiralada e a presenga dos seus quatro a seis flagelos conferem a H.
pylori a capacidade de se movimentar no muco gastrico, permitindo-lhe atingir as
células da mucosa gastrica (11,21,24,25). Os flagelos sdo revestidos por uma

dupla camada fosfolipidica que os protege do meio acido gastrico (20,24).

Aderéncia

A aderéncia as células epiteliais gastricas é outro factor preponderante na

colonizagéo por H. pylori (24,25,28).

Foram identificadas varias moléculas de adesé&o produzidas pela bactéria, de que
a hemaglutinina € um exemplo, que interagem e se ligam a receptores nas células

epiteliais gastricas como a fosfatidiletanolamina (5,11,24).

Um outro receptor descrito para H. pylori € um antigénio dos grupos sanguineos

do sistema Lewis (antigénio Lewis®), determinante do grupo sanguineo 0, que
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também & expresso ao nivel dos tecidos epiteliais (5,21,24,25,27). Este antigénio
funciona como receptor para uma adesina de H. pylori e estudos em ratinhos tém
demonstrado que a aderéncia por esta via resulta no desenvolvimento de gastrite
cronica e atrofia gastrica (19,24), o que podera explicar a susceptibilidade
individual para a infecgéo por H. pylori em individuos deste grupo sanguineo
(24,25,29). A adesina responsavel pela aderéncia desta bactéria aos antigénios
Lewis®, produzidos pelas células epiteliais gastricas, é a proteina BabA (Blood-
group antigen-binding protein) que pertence a familia das proteinas externas da

membrana (16,24,27,28).

Ceroprinas

As ceroprinas sao proteinas produzidas por H. pylori que inibem o crescimento de
outras bactérias presentes no nicho gastrico, impedindo a colonizagdo da mucosa
gastrica por outras espécies bacterianas (11,29). Estas proteinas apresentam
propriedades que actuam contra bactérias Gram positivas e Gram negativas

(11,29).

1.2.2.2. Factores de persisténcia

Uma vez estabelecida a infec¢@o por H. pylori, esta persiste normalmente durante
toda a vida do hospedeiro. A resposta imunitaria e inflamatéria desencadeada
pela presenca da bactéria na mucosa gastrica, parece ser ineficaz na sua
eliminacdo. A persisténcia da infeccao e consequente resposta imunitaria e

inflamatdria cronica, determinam a patogenicidade desta bactéria (13,24).
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Urease

A urease, ao alcalinizar o meio peribacteriano atraves da formagdo de amonia,
podera ter simultaneamente um efeito inibidor sobre as células fagocitarias
(mondcitos e neutrofilos), libertadas na sequéncia da resposta inflamatéria a
presenca desta bactéria, contribuindo deste modo para a persisténcia da infecgao

(24).

Catalase e Dismutase do superoxido

Pensa-se que estas enzimas contribuem conjuntamente com a urease para a
resisténcia de H. pylori a ac¢ao das células fagocitarias (27). Como resultado da
fagocitose, ocorre a libertagdo de espécies reactivas de oxigenio, como o
peroxido de hidrogénio, anibes superéxido e os radicais hidroxilo. Estas
substancias séo toxicas para H. pylori que possui, no entanto, enzimas capazes

de neutraliza-las, nomeadamente a catalase e a dismutase do superéxido (24,27).

1.2.2.3. Factores toxicos

Urease

A urease parece actuar nado s6 como factor determinante na colonizagdo mas

também como factor de viruléncia (5,24). A amonia resultante da hidrélise da
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ureia vai combinar-se com agua formando hidréxido de amédnio que é lesivo para

o epitélio gastrico (24).

Por outro lado, tem sido sugerido que a enzima urease pode desencadear a
activacédo de mondcitos e leucécitos polimorfonucleares e estimular a produgéo de
citocinas, que vao também exercer uma acc¢ao toxica sobre o epitélio gastrico

(5,24).

Lipopolissacaridos (LPS)

As moléculas de LPS pertencentes a familia de glicolipidos presentes na
membrana celular das bactérias Gram negativas, encontram-se também na
especie H. pylori e, apesar de, aparentemente, possuirem um baixo poder
antigénico, tém sido reconhecidas como factores importantes na viruléncia desta

bacteria (5,11,24).

Os lipopolissacaridos parecem contribuir para a modificagdo de estruturas da
mucosa gastrica (24,30), interferindo na interacgdo das mucinas com o0s seus

receptores na mucosa (5,11).

Outro efeito relacionado com a fracgéo glicoproteica de LPS, resulta da homologia
estrutural que pode apresentar com as cadeias oligossacaridas dos antigénios
Lewis™ e Lewis’ (5,24). Esta homologia foi encontrada em 80% das estirpes de H.
pylori. Individuos infectados com estas estirpes desenvolvem anticorpos

especificos para aqueles antigénios. Como as células parietais humanas
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apresentam, a sua superficie, grande quantidade destes antigénios, podera
desencadear-se uma reacgdo auto-imune dirigida a estas células. Como
consequéncia, poderdo ocorrer lesées na mucosa, que podem dar origem a um

quadro clinico de atrofia gastrica, situagao percursora de cancro gastrico (21,24).

Citotoxina vacuolizante (VacA)

Cerca de metade das estirpes de H. pylori estudadas produzem a citotoxina VacA,
uma proteina que provoca degenerescéncia vacuolar em culturas de células
gastricas humanas e ulceracdo gastrica em experiéncias com animais de

laboratorio (5,10,12,21, 24,31).

Embora o gene vacA tenha sido identificado em quase todas as estirpes
estudadas, a expressdo da toxina é determinada por variagdes na sequéncia de
nucleotideos, nomeadamente na regido sinal (tipos s1 e s2) e na regido média
(tipos m1 e m2) (21,24,31,32). Estirpes com o tipo s1 produzem toxina com
actividade vacuolizante enquanto as estirpes com o tipo s2 apresentam baixa
actividade citotoxica (18,31,32). Sabe-se ainda, que as estirpes que apresentam a
combinacao geneética s1/m1 sdo mais toxicas que as estirpes tipo s1/m2, sendo
éssociadas a formas severas de gastrite, a gastrite atrdfica e a metaplasia

intestinal (21,31,33).
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llhéu de patogenicidade cag

O ilhéu de patogenicidade cag foi identificado no genoma de 60% das estirpes de
H. pylori estudadas e, determina a expressédo de varias proteinas associadas a

patogenicidade de H. pylori (4,21,24,33,34).

Nesta regido esta localizado o gene cagA que determina a expressao da proteina
CagA (cytotoxin associated gene), cuja fungdo nao esta ainda determinada, mas
que constitui um marcador para o ilhéu de patogenicidade (4,21,24,33,34). A sua
presenga promove um aumento do estado inflamatério da mucosa, pela infiltragao
de células polimorfonucleares e um aumento da produgéo de interleucina 8 (IL 8)

(6,16,21,24,32).

Em geral, as estirpes vacA do tipo s1 s&o produtoras da proteina CagA e tém sido
frequentemente isoladas em individuos com Ulcera péptica e carcinoma gastrico
(sobretudo na Europa Ocidental e nos Estados Unidos), pelo que estes dois

marcadores tém sido associados a este tipo de patologias (35-38).

Mais recentemente, tem sido descrito o papel destes marcadores, como factores
inibidores de mucina nas células da mucosa gastrica, o que podera reforgar a sua

associagao com o risco aumentado de desenvolvimento de doenga ulcerosa (32).
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1.2.3. Resposta imune do hospedeiro

Da infecgdo por H. pylori resulta uma resposta inflamatoria que, apesar de
recrutar e activar células linfocitarias, células fagocitarias e outras células do

sistema imunitario, pode persistir durante anos ou décadas (5,10,21,34).

A resposta inflamatéria inicial nao especifica caracteriza-se pela activagdo de
células fagocitarias, macrofagos e neutrofilos, como resposta directa a factores
bacterianos libertados no meio, como a proteina activadora de neutrofilos (PAN),
urease e LPS, e indirectamente atraves de produtos de activacdo do
complemento e citocinas, como alL 8 e a IL1B (10,13,24,27,34). A produgéo de IL
8 pelo epitélio é também estimulada pela ac¢do de determinadas estirpes mais

virulentas de H. pylori, que contém o ilhéu de patogenicidade cag (13,24,39).

Apb6s a resposta inflamatéria inicial, desenvolve-se uma resposta imunitaria
especifica, simultaneamente humoral e celular (10,13,21,24,34). A resposta
humoral resulta na produgédo de anticorpos anti H. pylori do tipo IgG e IgA, que
podem ser detectados a nivel do estdmago (resposta local), do sangue, da saliva
e da urina (resposta sistémica) (3,10,13,24). Os anticorpos do tipo IgG podem
gerar complexos imunes com 0s antigénios bacterianos, que tém efeitos lesivos
na mucosa gastrica resultantes da activacao de células polimorfonucleares,

produtoras de substancias citotoxicas (13,21,24).

A resposta celular resulta da activacéo dos linfocitos Th (T helper). A producgéao de

IL12, activada pelos antigénios de H. pylori, estimula os linfécitos do tipo Th1 a
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| produzir interferdo y (INFy) indutor de apoptose das células epiteliais, factor de

necrose tumoral o (TNFa), IL2 e IgG e a activar macrofagos, favorecendo a
persisténcia da inflamacgéo (13,21,24). A estimulagéo de linfocitos do tipo Th2 leva
a produgéo de IL4, IL5, IL10 e de anticorpos, nomeadamente IgA, que tém uma
acgao protectora (13,21,24). Apesar da resposta imunolégica do hospedeiro, a
bactéria persiste, pelo que muitos investigadores associam a persisténcia da

bactéria a sua viruléncia (13, 21)

1.2.4. Consequéncias clinicas da infec¢ao

H. pylori esta presente na maioria dos doentes com gastrite crénica activa e o seu

papel causal tem sido demonstrado em varios estudos (5,9,10).

H. pylori foi isolada em 95% dos doentes com ulcera duodenal (5,7,9,10,11). A
prevaléncia da infeccdo em doentes com ulcera gastrica é inferior (80%), mas
este numero aproxima-se dos 100%, quando algumas etiologias especificas sdo
excluidas como, o consumo de anti-inflamatérios ndo esterdides (AINE'S) ou a

sindrome de Zollinger-Ellison (5,9,10).

A erradicagcdo de H. pylori € acompanhada de uma redugdo drastica da
recorréncia de Uulcera gastrica e duodenal, assim como da ocorréncia de
complicagdes, constituindo esta evidéncia o principal suporte da relagao causal de

H. pylori com a doenga ulcerosa péptica (7,9-11,23,40).




-
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As caracteristicas topograficas do estdbmago e a actividade da gastrite
determinam a evolugdo das doengas associadas a H. pylori (10). A gastrite
cronica activa do antro aumenta o risco de ocorréncia de ulcera duodenal,
enquanto que a gastrite crénica do fundo, leva a atrofia da mucosa com perda da
capacidade de secregéo gastrica e redugcdo do risco da Ulcera duodenal, mas
aumentando o risco de cancro gastrico (11,30,41,42).

Em 1994, a Organizacao Mundial de Saude considerou que H. pylori desempenha
um papel causal na cadeia de eventos que conduzem ao desenvolvimento de
adenocarcinoma gastrico, classificando H. pylori como um carcinogénio humano
tipo 1. Ha também evidéncia causal entre a presenca de H. pylori e linfoma do
tecido linféide associado a mucosa (MALT). Nestas patologias, a infecgao foi

detectada em 90 e 80% dos doentes, respectivamente (7,9,21,30,41,42).

1.2.5. Tratamento da infecgéo

O tratamento deve tanto clinica como laboratorialmente, ser simples, bem
tolerado, ter uma boa relagéo custo/eficacia, n&o induzir resisténcia bacteriana e
promover uma erradicacéo superior a 80%. No entanto, H. pylori € uma bactéria
dificil de erradicar do estbmago humano e, actualmente ndo ha um agente anti
microbiano que isoladamente seja eficaz no tratamento da infeccao por H. pylori

(5,10,43,44).

Assim, o tratamento desta infecgdo consiste na associagédo de varios agentes anti
microbianos, coadjuvados por inibidores da bomba de protées ou por

antagonistas dos receptores H2. Estes esquemas terapéuticos denominam-se de
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triplos ou quadruplos, consoante o niumero de farmacos com actividade anti H.

pylori usados (43-45).

Os esquemas terapéuticos, actualmente mais usados, sdo os esquemas
aprovados pelo “The Maastrich Consensus Report — Current Concepts on the
Management of Helicobacter pylori Infection” promovido, em 1997, pelo European
Helicobacter pylori Study Group (E.H.P.S.G) e, revistos em 2000 (43-45). Este
consenso recomenda que o tratamento de 12 linha (terapéutica tripla) seja
administrado durante uma semana, de forma a minimizar os eventuais efeitos
secundarios e evitar desisténcias. Para os tratamentos de 22 linha (terapéutica

quadrupla), é recomendada uma duragao de sete a catorze dias (43-46).

Factores que influenciam a erradicagao de Helicobacter pylori

A grande diversidade gendmica de H. pylori, que resulta da recombinagéo entre
as diferentes estirpes, cria resisténcia primaria (pré - tratamento) aos antibiéticos

utilizados na terapéutica (43).

Na Europa, a resisténcia primaria aos imidazois varia entre 7 a 49% e, dentro da
mesma populagao, as mulheres apresentam uma taxa de resisténcia maior. A
resisténcia primaria a claritromicina & mais baixa, com valores que variam entre
os 1 e os 12%. A resisténcia a amoxicilina raramente & descrita, mas ja foram

descritas estirpes resistentes as tetraciclinas (43,44).
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Estudos realizados em Portugal, cujos resultados foram apresentados, no 9°
Congresso Nacional de Medicina Interna, em 2003, revelaram para a
claritromicina e eritromicina uma taxa de resisténcia de 12% e para o
metronidazol 14,3%. Segundo a mesma fonte, um outro estudo numa populagao
pediatrica, revelou taxas de resisténcia de 18,4% para o metronidazol e 41,3%
para a claritromicina (AS Guerreiro, comunicagao pessoal, 2003). Estes dados
estdo de acordo com outros estudos, que revelam um aumento progressivo da
resisténcia primaria de H. pylori aos antibidticos em todo o mundo, constituindo

um problema de saude publica (43,44).

A resisténcia secundaria aos antibidticos usados no tratamento de H. pylori, surge
frequentemente quando a terapéutica nao foi eficaz e pode atingir 52% dos casos.
Esta resisténcia resulta da presenca de estirpes previamente resistentes ou da

transformacgao de uma estirpe sensivel numa resistente (43).

1.3. O consumo de bebidas alcodlicas e Helicobacter pylori

Contrair a infecgéo por H. pylori e erradica-la espontaneamente, parece ser
comum na infancia. Na fase adulta, embora haja evidéncias da eliminagao
esponténea da infecgdo, esta € mais persistente (12). Alguns autores, defendem
gque o consumo de bebidas alcodlicas pode contribuir para a erradicacao
espontanea de H. pylori, nos adultos (47,48). Esta hipotese é apoiada por varios
estudos epidemiolégicos (47-49,58,59), in vivo, em humanos (60,61), e in vitro

(62-65).
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Alguns autores, colocaram a hipdtese das condigdes sdcio-econdmicas e estilo de
vida dos individuos poderem contribuir para a aquisi¢ao e eliminagcéo esponténea

da infeccéo por H. pylori (47-49).

Alguns estudos epidemiologicos, avaliaram a relagao entre o consumo de bebidas
alcodlicas e a infecgdo por H. pylori, mas nédo conseguiram estabelecer uma
associacao significativa (50,51,52). Brenner et al. (1997), num estudo transversal,
onde avaliaram o efeito do consumo de tabaco, alcool e café, em 447 individuos,
concluiram que o consumo de bebidas alcodlicas pode ter um efeito protector
contra a infecgdo por H. pylori. Este efeito foi observado para o vinho e para a
cerveja, embora fosse ligeiramente mais pronunciado para o vinho (47). Estes
resultados foram atribuidos a accao estimuladora, do vinho e da cerveja, da
secregao gastrica de acido e de libertagdo de gastrina, o que pode contribuir para
alterar o meio gastrico bem como as condi¢gbes de sobrevivéncia de H. pylori no
estdbmago (53,54,55). Por outro lado, tém sido atribuidas ao vinho propriedades
anti-bacterianas, o que também pode justificar os resultados obtidos (56,57). Os
mesmos autores, em 1999, num outro estudo transversal mais abrangente, com
1785 participantes, reforcaram os resultados obtidos no estudo realizado em
1997, ao concluirem que o consumo moderado de bebidas alcodlicas (vinho e
cerveja) pode promover a eliminagdo espontanea da infecgéo por H. pylori, nos
adultos (48). Por ter sido considerado muito baixo, o consumo de bebidas
espirituosas nao foi considerado no consumo total de alcool. O autor concluiu que
o consumo moderado de bebidas alcoolicas (vinho e cerveja) pode reduzir a

prevaléncia de infecgédo por H. pylori e que, embora este efeito pareca ser dose-

dependente, pois é mais evidente nos individuos com ingestdo de alcool igual ou
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superior a 20 g/dia, ndo é de excluir o contributo de outras substancias presentes

nestas bebidas (48).

Num estudo realizado em 2000, que abrangeu 8837 participantes, Ogihara et al.,
verificaram que existia uma associagdo negativa e dose-dependente entre o

consumo de bebidas alcodlicas e a infecgao por H. pylori (58).

Brenner et al., em 2001, num artigo de reviséo, tendo por base os estudos
anteriores do grupo, puseram em evidéncia a baixa prevaléncia da infecgéo por H.
pylori, em consumidores moderados de bebidas alcodlicas. Salientaram ainda
que, para os consumidores excessivos, este efeito protector parece nao existir,
pois nestes casos a prevaléncia da infecgdo aumentava. Esta evidéncia, poder-
se-a dever a anulagéo do efeito anti-bacteriano do alcool pelos efeitos adversos
sistemicos, a nivel do sistema imunolégico, resultantes da ingestdo de
quantidades elevadas de alcool (59). Estes dados foram corroborados por Murray
et al., em 2002, num estudo transversal com 10537 participantes. Este estudo
mostrou que o consumo moderado de cerveja e vinho (aproximadamente 56 a
100g de alcool, por semana, respectivamente) pode exercer um efeito protector
contra a infecgao por H. pylori, provavelmente por facilitar a sua erradicacao (49).
O consumo de bebidas espirituosas e destiladas nao apresentou nenhuma
relacdo com a prevaléncia de infec¢do por H. pylori. Talvez por este tipo de
bebidas n&o estimular a producédo gastrica de acido (49,53,54), levanta-se a
hipétese do efeito protector atribuido ao vinho e a cerveja, ndo resultar do seu

conteudo em alcool mas a outros compostos (49). Por outro lado, os autores
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referem que o efeito bactericida do vinho e da cerveja contra microrganismos

patogénicos entéricos, também pode contribuir para estes resultados (49,56,57).

Relativamente a estudos in vivo em humanos, um ensaio clinico realizado em
2000, em doentes com Uulcera péptica, tratados com omeprazole, amoxicilina e
tinidazole (OAT) e omeprazole, amoxicilina e claritromicina (OAC), durante 4 a 6
semanas, demonstrou que, apesar dos dois esquemas terapéuticos apresentarem
taxas de erradicagdo semelhantes (OAT - 69,6%; OAC — 78,1%), existiam
diferengas significativas quando se estudou o consumo de bebidas alcodlicas nos
dois grupos (60). O grupo de doentes tratados com o esquema OAC, apresentou
uma taxa de erradicacao de 90% para aqueles que consumiam bebidas alcoodlicas
e de 65,2% para aqueles que ndo consumiam. Para o grupo tratado com o
esquema OAT, os resultados foram 85,2% para aqueles que consumiam bebidas

alcodlicas, e 59,5% para aqueles que nao consumiam bebidas alcodlicas (60).

Um outro ensaio clinico, realizado em 2002, em doentes com infecgdo activa por
H. pylori e, sujeitos a tratamento com omeprazole, claritromicina e amoxicilina,
durante uma semana, demonstrou que a terapéutica foi mais eficaz nos doentes
consumidores de alcool. Nestes, o tratamento nao foi eficaz em 12,2%, contra

29,9% em doentes abstémicos (61).

A actividade anti-bacteriana do vinho noutras bactérias Gram negativas
(Salmonella, Shigella e Escherichia coli) ja tinha sido testada e evidenciada em
estudos in vitro (56,57). O efeito anti-bacteriano do vinho e da cerveja, sobre H.

pylori, também tem sido demonstrado em estudos in vitro mais recentes (62-66).
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Marimén et al. (1998), demonstraram em estirpes de H. pylori isoladas a partir de
bibpsias gastricas, que a actividade bactericida do vinho tinto &€ superior a do

etanol em concentragéo e pH iguais aos do vinho (62).

Daroch et al. (2001), testaram a actividade anti-bacteriana de dezasseis vinhos
tintos chilenos, assim como dos extractos activos de dois destes vinhos,
seleccionados ao acaso, em seis estirpes de H. pylori obtidas a partir de biopsias
gastricas. Todos os vinhos testados demonstraram actividade anti H. pylori. O
resveratrol (um dos extractos activos isolado) mostrou também efeitos anti H.
pylori, pelo que os autores concluiram que a actividade anti-bacteriana dos vinhos
se devia a presenga de resveratrol (3,4,5- estilbeno tri-hidroxilado), um
antioxidante fendlico (63). Ja em 2000, um outro estudo in vitro, evidencia a
actividade anti H. pylori do resveratrol (64). Em 2003, a actividade anti H. pylori do
resveratrol, in vitro, foi novamente demonstrada. Neste estudo foram também
testados extractos de vinho tinto (extracto insoluvel e extractos concentrados,
ambos provenientes de Pinot Noir), que demonstraram igualmente actividade anti

H. pylori (65).

H. pylori esta associado ao desenvolvimento de cancro gastrico. No entanto,
alguns paises africanos e asiaticos, com uma prevaléncia de infeccdo por H.
pylori elevada, apresentam baixa incidéncia de cancro gastrico. Alguns autores
tentam explicar esta variagdo em fungcdo da interac¢do entre H. pylori e o
consumo de alcool. Esta relagdo tem sido objecto de varios estudos

epidemioldgicos, cujos resultados ndo tém permitido estabelecer uma associagdo

clara e significativa (66).
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1.4. Objectivos do trabalho

O presente trabalho teve como objectivos:

1 - Avaliar o efeito de diferentes concentragbes de vinho tinto, vinho branco,
cerveja com e sem alcool, cerveja stout e cerveja stout enriquecida em
xantohumol e iso-xantohumol, sobre o crescimento in vitro de diferentes estirpes
de H. pylori, pelo método de diluigdo em meio sélido.

2 — Avaliar com recurso a mesma metodologia, o efeito do resveratrol e do
xantohumol (compostos fendlicos que entram na composi¢cdo do vinho e da

cerveja, respectivamente) sobre o crescimento in vitro de diferentes estirpes de H.

pylori.
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2. Materiais e métodos

2.1. Estirpes estudadas

No presente trabalho foram estudadas onze estirpes de H. pylori, isoladas de
biépsias gastricas colhidas no Hospital Distrital de Faro e no Hospital do
Barlavento, ambos no Algarve, pertencentes a colecgdo da Faculdade de
Engenharia de Recursos Naturais, da Universidade do Algarve, designadas pelos
numeros de codigo: E2, E4, ES8, E9, E10, E28, E120, E123, E126, E128 e E149 e
a estirpe de referéncia 15818 da Colecgdo de Culturas da Universidade de
Gotemburgo, Suécia (Tipo CCUG). As estirpes clinicas foram codificadas, de

forma a proteger a identidade dos pacientes a partir dos quais foram obtidas.

2.2. Obtencao das estirpes

As estirpes clinicas foram obtidas a partir de biopsias recolhidas em individuos,
escolhidos aleatoriamente, com queixas do aparelho digestivo, remetidos para
endoscopia alta, e que para tal deram o seu consentimento informado.

Foram retiradas seis biépsias do estdmago (trés do antro e trés do corpo) de cada
um dos doentes. Cada bidépsia de ambas as regides gastricas, destinava-se a
exame histoldgico, a exame molecular e a exame cultural. As bidpsias que se
destinavam para exame cultural foram colocadas em lactato de Ringer e
conservadas a 4°C, por um periodo ndo superior a quatro horas entre a obtengao

e 0 processamento da bidpsia.
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2.3. Exame cultural

2.3.1. Preparacgao do inéculo

As bidpsias foram manuseadas assepticamente, tendo sido ftrituradas
manualmente com uma vareta de vidro estéril, num pequeno volume de Caldo
Mueller-Hinton (OXOID), numa placa de Petri estéril. O homogeneizado foi
inoculado, com o auxilio de uma micropipeta, na superficie de duas placas, uma
com meio selectivo e outra com meio ndo selectivo. O inoculo foi estendido com
uma ansa estéril na superficie dos meios. Estes procedimentos foram adaptados
do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (67). O meio
selectivo era constituido por Columbia Agar (OXOID) suplementado com 10% de
sangue desfibrinado de cavalo (OXOID) e suplemento selectivo (Dent) para
Helicobacter pylori (SR 147; OXOID). O meio nado selectivo era constituido por
Columbia Agar (OXOID) suplementado com 10% de sangue desfribinado de

cavalo (OXOID) (68,69).

2.3.2. Incubacgao

As placas foram incubadas a 36 * 1°C, em condigées de microaerofilia (Gas
Generating Kits for Campilobacter; OXOID) com cerca de 6% de oxigénio, 10% de
dioxido de carbono e uma humidade relativa superior a 98%, durante 3 a 4 dias

(68,69).
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2.3.3. ldentificagao

A identificacdo da presenga de H. pylori foi feita através da observagéao da
morfologia das coldnias, da reac¢éo a coloragao de Gram e de testes de deteccao

da actividade da urease, da catalase e da oxidase (67,69).

A morfologia foi observada com auxilio de um microscopio 6ptico com ampliagao
de 1000 x. Aplicou-se a técnica de coloragao de Gram modificada por Jensen e
descrita por Cruickshank et al. (1975), tornando possivel a observagado de
bactérias de cor rosa (Gram negativas) com morfologia encurvada e/ou

arredondada.

Os testes de deteccdo da actividade da urease foram realizados através do
emprego de caldo de ureia com Suplemento SRO 20K (OXOID). A prova foi
considerada positiva quando se desenvolvia uma coloragao magenta, decorridos
poucos minutos apos a inoculagéo e a temperatura ambiente, a semelhanga do

descrito por alguns autores (69).

O teste da oxidase (Smibert e Krieg, 1981) efectuou-se utilizando o reagente N, N,
N, N* tetrametil-1,4-dihidrocloreto de parafenilenodiamina (Merck), preparado no
mesmo dia a ser utilizado, com o qual se impregnou um disco de papel de filtro
Whatman colocado numa caixa de Petri estéril vazia. Com o auxilio de uma pipeta
Pasteur de ponta fechada, retirou-se uma porcado da cultura, desenvolvida em
meio nao selectivo e estendeu-se sobre o papel numa extensdo de,

aproximadamente, 5 mm. A prova foi considerada positiva quando ao fim de 10
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segundos se desenvolveu uma coloragédo violeta na zona do papel onde se

estendeu a cultura.

O teste da catalase (Smibert e Krieg, 1981) realizou-se a partir de colénias que
cresceram em meio nao selectivo, juntando algumas gotas de peroxido de
hidrogénio a 3%. A produgéo imediata de bolhas de oxigénio foi indicadora de

resultado positivo.

2.3.4. Obtencao de culturas puras

Apods a identificagédo e confirmacdo da presenca de H. pylori nas culturas obtidas
a partir das biopsias gastricas, procedeu-se a uma nova inoculagdo destas
culturas, em meio ndo selectivo. Apdés 2 dias de incubagcdo a 36+1°C, em
condigbes de microaerofilia, procedeu-se a identificacdo das culturas obtidas. A
identificagdo foi realizada de acordo com os procedimentos descritos no ponto

23.3.

2.3.5. Conservacao dos isolados

Foram preparadas suspensdes bacterianas, obtidas de subculturas das estirpes

isoladas, em Caldo Triptona de Soja (TSB) com 20% de glicerol e posteriormente

conservadas por congelagao a -80°C.

As suspensbes de conservagado foram preparadas a partir de culturas frescas

(dois dias) em meio nao selectivo. Com uma zaragatoa estéril embebida em
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Caldo Mueller-Hinton (OXOID), retiraram-se as col6nias crescidas na superficie
da placa, sendo depois colocadas em tubos Eppendorf estéreis que continham

200 pl de TSB com 20 % de glicerol. Este procedimento foi adaptado a partir dos

métodos descritos pelo NCCLS e por Glupczynski (67,69).

2.4, Caracterizagao molecular das estirpes estudadas

As estirpes de H. pylori utilizadas no presente trabalho,

caracterizadas, de acordo com os marcadores de viruléncia cag e vac, no Quadro

2

encontram-se

Quadro 2 - Caracterizacéo das estirpes de H. pylori utilizadas

Estirpe cagA vacA
E2 + s1/ m2
E4 + s1/ m1
E8 + s1/ m2
E9 - s2/ m2
E10 & s2/ m2
E28 + s1/ m1
E120 h s1/ m1
E123 - s2/ m2
E126 + s1/ m2
E128 + s1/ m1
E149 + s1/ m1

CCUG 15818 + s1/ m1

A caracterizacdo genotipica dos marcadores de viruléncia foi obtida através do

método de PCR (Polymerase Chain Reaction), realizado na Unidade de
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Helicobacter/Campylobacter do Centro de Bacteriologia do Instituto Nacional de

Saude Dr. Ricardo Jorge.

2.5. Ensaios

2.5.1. Bebidas estudadas

Vinho tinto 12° (v/v) (Regido do Algarve — Castas: negra mole, casteldao e
trincadeira)

Vinho branco 12° (v/v) (Regido do Algarve — Casta siria)

Cerveja com alcool branca 5° (v/v)

Cerveja sem alcool branca

Cerveja com alcool preta 5° (v/v)

Cerveja com alcool preta enriquecida com xantohumol e iso-xantohumol 5,5° (v/v)

(Brewing Research International (BRI), Nutfield, Reino Unido)

2.5.2. Outras substancias estudadas

Resveratrol (R50 10; SIGMA)

Xantohumol (Hopsteiner, Mainburg, Alemanha)
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2.6. Preparagdo do inoculo

Para o inéculo preparou-se uma suspensdo com cerca de 10° células por ml
(equivalente a #2 pela escala de McFarland) em soluto de Ringer estéril, a partir
de culturas frescas (2 dias) que cresceram em meio nao selectivo. A avaliagdo da
concentracdo das células bacterianas foi feita por espectrofotometria (Spectronic

21; Bausch & Lomb) a um comprimento de onda de 625 nm.

2.6.1. Aplicacao do inéculo e condigdes de crescimento

Cada ensaio consistiu na aplicagdo de trés inoculos de 10 pl, a superficie dos
meios de cultura, com diferentes concentragbes das bebidas ou compostos a
testar e do meio de controlo (meio nao selectivo). As placas foram incubadas em

condi¢cdes de microaerofilia.

Os resultados foram avaliados pela presencga ou auséncia de crescimento visual
de coldnias a superficie dos diferentes meios (64,65,70-72) e teste de detecgao
da actividade da urease, conforme descrito na secgao 2.3.3. Posteriormente,

foram realizados os restantes testes de identificagéo descritos na mesma seccéo.

Todos os ensaios foram efectuados em triplicado.
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2.7. Ensaios com vinho

O meio de cultura (Columbia Agar; OXOID) foi preparado de acordo com as
instrugbes do fabricante (39g de meio para 1000 ml de agua destilada) e
esterilizado em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Apds a esterilizagao o
meio foi arrefecido até aproximadamente, 45°C e, em camara de fluxo laminar,
adicionaram-se 10% de sangue desfibrinado de cavalo (OXOID) e o vinho, nas
diferentes concentragbes (22,5%, 45% e 67,5%), até se obter o volume final do
meio. O vinho foi previamente esterilizado por filtracdo sob vacuo usando
membranas de ésteres de celulose (Pall; Gelman Laboratory), com 47 mm de
diametro e 0,2 ym de porosidade. De seguida, os meios foram distribuidos em
placas de Petri que foram posteriormente armazenadas a 4°C até a sua utilizagao

(48 a 72 horas). A composicao dos meios encontra-se descrita no Quadro 3.

Quadro 3 — Composigdo dos meios de cultura com diferentes

concentragdes de vinho

MEIO A MEIO B MEIO C
Columbia Agar 39 gllitro 39 gl/litro 39 gllitro
Sangue 10% 10% 10%
Agua destilada 67,5% 45% 22,5%
Vinho (a) 22,5% 45% 67,5%

(a) Usaram-se as mesmas concentrages para o vinho tinto e para o vinho branco.

2.8. Ensaios com cerveja

O meio de cultura (Columbia Agar; OXOID) foi preparado com agua destilada e

cerveja (previamente desgaseificada), de modo a obterem-se as diferentes
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concentragdes (22,5%; 45%; 67,5% e 90%) de cerveja, respeitando as instrugbes
do fabricante (39 g de meio para 1000 ml de volume final). Apds a esterilizagédo
em autoclave (121°C durante 15 minutos) e arrefecimento dos meios (45°C), em
camara de fluxo laminar, adicionaram-se 10% de sangue desfibrinado de cavalo,
distribuindo-se de seguida por placas de Petri armazenadas a 4°C, por um
periodo de 48 a 72 horas. A composicao dos diferentes meios encontra-se

descrita no Quadro 4.

Quadro 4 — Composigéo dos meios de cultura com diferentes concentragoes de cerveja

MEIO A MEIO B MEIO C MEIO D
Columbia Agar 39 gllitro 39 gllitro 39 gflitro 39 g/litro
Sangue 10% 10% 10% 10%
Agua destilada 67,5% 45% 22.5% 0%
Cerveja (a) 22,5% 45% 67,5% 90%

(a) Usaram-se as mesmas concentragdes para as diferentes cervejas.

2.9. Ensaios com resveratrol

Foram preparados meios de cultura com resveratrol, de modo a obterem-se as
concentragodes finais de 12,5 ug/ml; 75 pg/ml e 100 pg/ml. Apos a preparacéao (39
g de meio para 1000 ml de agua destilada), esterilizagcdo em autoclave (121°C por
15 minutos) e arrefecimento (45 °C) do meio (Columbia Agar; OXOID) em camara
de fluxo laminar, foi-lhe adicionado sangue desfibrinado de cavalo (OXOID) de
forma a obter-se, uma concentragdo de 10%, no meio de cultura. Foram ainda
adicionados diferentes volumes de uma solucdo sfock de resveratrol puro (10

mg/ml de solugdo 1:1 de DMSO e agua destilada estéril), de modo a obter as
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concentragdes acima referidas (64,65,73). Os meios foram distribuidos por placas

de Petri que foram armazenadas a 4°C, por um periodo de 48 a 72 horas.

2.10. Ensaios com xantohumol

Na camara de fluxo laminar, foi adicionado ao meio de cultura (Columbia Agar;
OXOID), preparado de acordo com os procedimentos descritos atras, sangue
desfibrinado de cavalo (OXOID) de forma a obter-se, uma concentragdo de 10%,
no meio de cultura. Foram ainda adicionados diferentes volumes de uma solugao
stock de xantohumol puro (25 mg de xantohumol puro/ml etanol absoluto), de
modo a obter concentragdes finais de xantohumol no meio de 12,5 pg/ml; 75
ug/ml e 100 ug/ml. Apos a distribuicdo dos meios por placas de Petri, estas foram

armazenadas a 4°C, por um periodo de 48 a 72 horas.

2.11. Controlo do efeito dos solventes no crescimento de Helicobacter pylori

Em simultdneo com os ensaios realizados com o resveratrol e com o xantohumol,
avaliou-se o efeito dos solventes (DMSO e etanol) utilizados nas solugdes stock,
no crescimento de H. pylori, de forma a garantir que a viabilidade da bactéria nao
era afectada pelos mesmos. Foram utilizadas como controlos de crescimento,

placas de Petri contendo meio ndo selectivo e as respectivas concentragbes de

DMSO e etanol (64,65,71).
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2.12. Controlo do efeito da graduagao alcodlica das bebidas testadas no

crescimento de Helicobacter pylori

Foram realizados ensaios onde se avaliou o efeito do conteido em etanol das
bebidas testadas sobre a viabilidade da bactéria. Foram preparados meios nao
selectivos, seguindo os procedimentos referidos atras, contendo etanol a 5° (v/v) e
12° (v/v), graduacao alcodlica da cerveja e do vinho, respectivamente, de forma a
obter meios com concentragdes finais iguais as testadas para a cerveja e para o

vinho (22,5%, 45%, 67, % e 90%).

2.13. Analise estatistica dos resultados

A descricao da relacio entre a probabilidade de ocorréncia de crescimento de H.
pylori (p) e a concentragdo das bebidas ou compostos testados realizou-se

atraves de regressao logistica no programa SPSS Inc. 1989-2002 (versao 11),

com um nivel de significancia de 5%.

Utilizou-se a forma linear do modelo logistico: In (¥) = a + byx4 + baxz, em que § €
a razao das probabilidades (y = p/ 1-p), b; sdo os coeficientes de regressao

(coeficientes B, no SPSS) e os x; sdo as variaveis independentes, continuas ou
categoricas. Os coeficientes b; “medem” a contribuicdo de determinada variavel
independente para a razéo de probabilidades. O significado de exp (b)) € mais
explicito: por exemplo, se by = 2.30, entao exp (2.30) = 10, isto significa que para
um incremento inibitério de x;, a probabilidade de ocorréncia de crescimento

aumenta 10 vezes. No caso das variaveis categoricas (com k categorias), &
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necessario criar variadveis indicadoras (dummy) que correspondem a k-1
categorias dessas variaveis, pelo que uma das categorias foi seleccionada como
nivel de referéncia. Os respectivos coeficientes b reportam-se ao nivel de
referéncia. No caso das bebidas, o nivel de referéncia seleccionado foi a cerveja
enriquecida com xantohumol e iso-xantohumol, por ser aquela cuja composigao
exacta em compostos fendlicos era conhecida (3,4 mg/l de xantohumol, 8,6 mg/|
de iso-xantohumol e 5,5% v/v de etanol).

A significancia dos modelos de regressao e dos coeficientes foi testada utilizando
o teste da razdo de verosimilhancas (X2 modelo) e a estatistica de Wald (X?-
Wald), respectivamente. O ajuste dos modelos de regressao aos dados empiricos
foi avaliado pelo pseudo-R? de NagelKerke e pela percentagem de classificacoes

correctas.

Com o objectivo de facilitar a representagao grafica dos resultados converteram-
se as razdes de probabilidades (y) em probabilidades (p) através de p = y/(1+ ¥),

em que p é a probabilidade de ocorréncia de crescimento de H. pylori.
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3. Resultados

A analise estatistica dos resultados teve por base, os dados que se encontram

descritos no anexo 1.

3.1. Efeito das bebidas testadas no crescimento de Helicobacter pylori

O modelo logistico descreve cabalmente a relagdo entre a probabilidade de
ocorréncia de crescimento e a concentragéo das bebidas testadas (X* = 375,8; p
<10*pseudo-R? = 0,864). A probabilidade de ocorréncia de crescimento diminui
cerca de 21 % [exp (10 (-0,153)) = 0,2165 = 21,65 %] por cada 10 % de aumento
na concentragdo (Quadro 5). Verificou-se, ainda, que o tipo de bebida (variavel
tratamento) influencia a probabilidade de ocorréncia de crescimento bacteriano
(X?-Wald = 49,51, p <10™). Nao se distinguiram os efeitos inibitérios das cervejas
com alcool e preta relativamente ao nivel de referéncia, a cerveja preta
enriquecida (Xz—WaId = 0,659 e X*Wald = 0,000, com p = 0,417 e p = 1,000,
respectivamente) (Quadro 5). Pelo contrario, verificou-se que a cerveja sem alcool
(X>Wald = 18,38 e p <107 e os vinhos tinto e branco tém efeitos
significativamente diferentes (X-Wald = 1,022 e X*-Wald = 0,942, com p<10*
para ambos) do tratamento de referéncia (Quadro 5). No caso da cerveja sem
alcool, o efeito inibitorio sobre o crescimento bacteriano € menor do que o do
tratamento de referéncia (B>0), enquanto os vinhos tinto e branco tém um efeito
inibitorio significativamente maior do que a cerveja preta enriquecida (B<0).

Comparando os intervalos de confianga dos coeficientes, ndo é possivel distinguir
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os vinhos; com efeito verifica-se sobreposi¢gdo dos intervalos de confianca

(Quadro 5).

Quadro 5 - Analise da variavel categorica “Tipo de tratamento” para as bebidas

2
C(‘];e)f‘ l‘f;;‘r’éo W);l 4 p Exp(B) I. C.95 % para B

Inferior Superior
CONCENTRACAO | -0,153 | 0,020 | 59,581 | 0,000 | 0,859 - -
TRATAMENTO : s 49,511 | 0,000 . : .
VINHO TINTO 5,584 | 1,022 | 29,875 | 0,000 | 0,004 | -7,585801 | -3,581345
VINHO BRANCO | -4,120 | 0942 | 19,136 | 0,000 | 0016 | -5,965817 | -2,273929
CERV.C/ALCOOL | 0,667 | 0822 | 0,659 | 0417 | 1949 | -0,944337 | 2278931
CERV.S/ALCOOL | 4,144 | 0966 | 18384 | 0,000 | 63,044 | 2249571 6,0381
CERV. PRETA 0,000 | 0,792 | 0,000 | 1,000 | 1,000 | -1,553157 | 1,553157
CONSTANTE 8,510 | 1,203 | 50,037 | 0,000 | 4962,567 . :

Legenda: I.C. — Intervalo de confianca

Na Figura 1, ilustram-se os efeitos dos tratamentos sobre a probabilidade de

ocorréncia de crescimento bacteriano. Quanto maior for o efeito inibitério de um

tratamento, mais proxima da origem no grafico, se encontrara a respectiva curva

logistica. Os vinhos tinto e branco, foram os que apresentaram maior actividade

inibitéria. Relativamente as cervejas, a cerveja preta e a cerveja preta enriquecida

em xantohumol e isoxantohumol foram as que apresentaram maior inibig&do, o que

e demonstrado pela coincidéncia das curvas associadas a estas duas bebidas; a

cerveja branca com alcool ndo apresenta diferengas significativas quando

comparada com as duas primeiras, sendo que a cerveja sem alcool foi a bebida

que apresentou menor efeito inibitorio.
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Figura 1 — Curvas logisticas da probabilidade de crescimento de Helicobacter pylori em
fungédo das concentragées das bebidas. Vinho tinto (VT), vinho branco (VB), cerveja
branca com alcool (CB c/), cerveja branca sem alcool (CB s/), cerveja preta com alcool

(CP c/) e cerveja preta enriquecida com xantohumol e iso-xantohumol (CP e).

3.2. Efeito do resveratrol e do xantohumol no crescimento de Helicobacter

pylori

O modelo logistico é adequado (X? = 78,41, p <10*; pseudo-R? = 0,748).

No Quadro 6, resumem-se os resultados da analise de regressao logistica dos
efeitos inibitérios dos compostos fendlicos sobre a probabilidade de ocorréncia do
crescimento de H. pylori. Embora estes compostos tenham demonstrado efeito
inibitério (B<0), os dois tipos de tratamento ndo apresentaram, no entanto,

diferengas significativas entre si (X?-Wald = 3,788 com p = 0,052) (Quadro 6).
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Quadro 6 — Analise da variavel categorica “Tipo de tratamento” para

os compostos fendlicos

Coef. Erro- 2
(B) padrio X* Wald p Exp(B)
CONCENTRAGAO -0,066 0,012 29,725 0,000 0,936
RESVERATROL -1,615 0,830 3,788 0,052 0,199
CONSTANTE 4,620 1,041 19,705 0,000 101,504

Na Figura 2 & possivel observar que os resultados obtidos com o resveratrol e
xantohumol também variaram em fungdo da sua concentragdo nos meios de
cultura. Embora os dois tipos de tratamento nao tenham apresentado diferengas
significativas entre si, o xantohumol demonstrou um efeito inibitério mais

pronunciado para uma concentracao ligeiramente inferior a observada para o

resveratrol.

0,2 1

Probabilidade (p)

o

—a—xantohumol

Figura 2 — Curvas logisticas da probabilidade de crescimento de Helicobacter pylori em

37,5

50

62,5

Concentragédo (pg/ml)

fungé@o das concentragdes de xantohumol e resveratrol.

75

87,5

100

—o—resveratrol
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3.3. Viruléncia das estirpes e efeitos inibitérios no crescimento

As estirpes estudadas foram agrupadas, de acordo com as suas caracteristicas

de viruléncia (Quadro 7).

Quadro 7 — Categorias da variavel “Grupo”

Estirpes estudadas Grupos Viruléncia
E2, E8, E126, E28 1 cag +/ vac (s1/m1)
E4, E120, E128, E149, E15818 2 cag +/ vac (s1/m1)
E9, E123 3 cag - / vac (s2/m2)
E10 4 cag + / vac (s2/m2)

Todos os grupos foram analisados tendo como comparagao o grupo 4, por este
possuir o ilhéu de patogenicidade cag e pertencer ao tipo s2/m2 ao qual esta

associada uma baixa actividade citotoxica.

Verificou-se que a inibicdo do crescimento de H. pylori em fungédo quer das
bebidas estudadas (X*Wald = 5,52 com p = 0,137), quer em funcdo do
xantohumol e do resveratrol (X*>-Wald = 2,10 com p = 0,551) (Quadros 8 e 9,
respectivamente) nao apresentou diferencas significativas para os diferentes
grupos de viruléncia, o que demonstra que os resultados nédo variaram em fungéo
do tipo de estirpe. A representagao grafica destes resultados pode ser observada

nas Figuras 3 e 4.
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Quadro 8 — Analise da variavel categorica “Grupo” para as bebidas

c(‘l’;)f' pﬁ;’go X2Wald | p Exp(B)
GRUPO 5,526 0,137
GRUPO (1) -0,940 0,518 3,289 0,070 0,391
GRUPO (2) -0,375 0,470 0,635 0,426 0,688
GRUPO (3) -1,099 0,569 3,739 0,053 0,333
CONCENTRA(}AO -0,074 0,007 103,696 0,000 0,929
CONSTANTE 4,322 0,577 56,157 0,000 75,361
—e—qgrupo 1
12 —©—grupo 2

—8—grupo 3
—¥—grupo 4

0,5 -

probabilidade (p)

0 22,5 45 67,5 90

concentragdo (%)

Figura 3 — Curvas logisticas para a probabilidade de crescimento de Helicobacter pylori

em fungéo dos diferentes grupos de viruléncia para as bebidas.



Resultados

41

Quadro 9 - Analise da variavel categérica “Grupo” para os compostos

concentragdo (ug/ml)

fenolicos
Coef. Erro- 2
(B) padrio X°-Wald o] Exp(B)
GRUPO 2,103 0,551
GRUPO(1) -0,951 1,096 0,752 0,386 0,386
GRUPO(2) -1,168 1,013 1,328 0,249 0,311
GRUPO(3) 0,000 1,128 0,000 1,000 1,000
CONCENTRACAO -0,063 0,011 32,091 0,000 0,939
CONSTANTE 4,353 1,155 14,195 0,000 77,704
—&— Grupo 1
im —8— Grupo 2
—8— Grupo 3
= —¥— Grupo 4
s
o
1]
2 05 |
]
3
o
1
O == T T T T T T 1
0 12,5 25 37,5 50 62,5 75 87,5 100

Figura 4 — Curvas logisticas da probabilidade de crescimento de Helicobacter pylori em

fungdo dos diferentes grupos de viruléncia para os compostos fendlicos.
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3.4. Efeito dos solventes no crescimento de Helicobacter pylori

O crescimento da bactéria ndo foi afectado pelos solventes (DMSO para o
resveratrol e etanol para o xantohumol) das solugdes stock dos compostos

fenolicos.

3.5. Efeito da graduacdao alcoodlica das bebidas no crescimento de

Helicobacter pylori

Nenhuma das concentracdes de etanol testadas (ver Seccdo 2.12) inibiu o

crescimento de H. pylori.
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4. Discussao e conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o vinho tinto e o vinho
branco inibem significativamente o crescimento in vifro de H. pylori. Outros
autores ja tinham demonstrado o efeito inibitério no crescimento de outras
bactérias Gram negativas dos vinhos tinto e branco (56,57). A actividade anti H.
pylori também ja havia sido descrita para o vinho tinto noutros trabalhos (62,63).
As metodologias seguidas por esses autores foram diferentes da apresentada no
presente trabalho; num dos trabalhos foi aplicado o método de diluigdo em meio
liquido (62) e noutro foi aplicado o método de difusdo em agar (63). Com o
presente trabalho, foi possivel observar que o vinho tinto manteve a sua
actividade inibitéria sobre H. pylori, e que o vinho branco possui igualmente

actividade anti H. pylori, para concentragdes semelhantes as do vinho tinto.

A hipotese da cerveja branca com alcool inibir o crescimento in vitro de outras
bactérias Gram negativas, ja tinha sido testada num trabalho anterior (57). O
presente trabalho alargou esta hipdtese a outros tipos de cerveja (branca sem
alcool e preta com alcool) disponiveis no mercado. Todas as cervejas testadas
demonstraram actividade anti H. pylori. No entanto, sé a cerveja branca com
alcool e a cerveja preta com alcool inibiram significativamente o crescimento de
todas as estirpes de H. pylori estudadas. A cerveja branca sem alcool s¢ inibiu o
crescimento de 83% das estirpes estudadas para a concentragdo maxima (90%).
Foi ainda possivel testar um tipo de cerveja preta enriquecida com xantohumol e
iso-xantohumol, cujo efeito inibitorio sobre H. pylori foi semelhante ao observado

para a cerveja preta.
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Nas diferentes estirpes de H. pylori estudadas nao se observaram efeitos
inibitorios diferentes entre si, quer para as bebidas quer para os compostos
fenolicos. Os marcadores de viruléncia parecem determinar um grau variavel de
interacgdo com o hospedeiro, assim como um maior ou menor grau de agressao
sobre as células epiteliais gastricas (27,29,35,39,41). Assim, a presencga do ilhéu
de patogenicidade cag A parece estar associada a alteragdes morfoldgicas das
células epiteliais gastricas, influenciando as funcgbes celulares destas (31,34).
Para além disso, parece determinar um maior grau de interacgcdo com o
hospedeiro, pois aparentemente existe uma relacao entre a fixagdo de H. pylori as
células gastricas e a inflamagéo da mucosa. Ambos os eventos parecem estar
associados a presenga do referido ilhéu de patogenicidade e a um risco
aumentado de desenvolvimento de cancro gastrico (35,39). A presenca de
estirpes vacA s1/m1, também esta associada a uma série de alteragdes ao nivel
da mucosa gastrica, como a indugdo de vacuolizacdo das ceélulas epiteliais
gastricas, o aumento da permeabilidade paracelular do epitélio gastrico e a
inducdo de apoptose do epitélio gastrico que parecem estar implicadas no
desenvolvimento de cancro gastrico (24,27). Pela natureza do presente trabalho
estes aspectos nao podiam ser avaliados, o que pode justificar a auséncia de

relagao entre o efeito inibitdrio observado e as diferentes estirpes de H. pylori.

O efeito inibitorio do resveratrol e do xantohumol (compostos polifendlicos que
entram na composig¢ao do vinho e da cerveja, respectivamente) no crescimento in
vitro de H. pylori, também foi testado. Verificou-se que ambos inibiram o
crescimento de todas as estirpes de H. pylori para uma concentragdo de 100

Mg/ml. Na concentragdo de 75 pg/ml, o xantohumol revelou uma actividade
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inibitoria ligeiramente maior, ao inibir o crescimento de 75% das estirpes
estudadas, enquanto que o resveratrol so inibiu o crescimento de 50% das

estirpes.

A actividade anti H. pylori do resveratrol ja tinha sido testada em trabalhos
anteriores (63-65). No entanto, os resultados descritos referem uma inibigdo do
crescimento de 90% das estirpes testadas para concentragdes de 12,5, 25 pg/mi
(27,28) e 80 pg/ml (63). Este ultimo valor de concentragdo tem uma ordem de
grandeza e um efeito inibitério idénticos aos obtidos no presente trabalho (75
pug/ml e 100 yg/ml inibiram o crescimento de 50% e 100% das estirpes testadas,
respectivamente). Estes resultados podem estar relacionados com a solubilidade
do resveratrol no meio de cultura, factor que pode interferir com a sua eficacia

(73).

O resveratrol € um composto polifendlico presente no vinho que pertence a familia
dos estilbenos. Este composto encontra-se nas diferentes partes da videira, em
particular na pelicula das uvas, que o produz, em resposta a infecgées por fungos
e a situacdes de stresse ambiental (63,74-78). O conteudo em resveratrol dos
vinhos depende do seu processo de fabrico, nomeadamente da presenga das
partes solidas do cacho (restos de polpa, peliculas, grainhas e engaco) durante a
fermentagdo do mosto (74-78). Outros factores que influenciam igualmente o
conteudo em resveratrol do vinho séo o tipo de uva, as condi¢gbes climatéricas e
algumas praticas pré-fermentativas durante o processo de fabrico do vinho
(75,78). No caso dos vinhos brancos, as peliculas das uvas sao retiradas antes da

fermentacao do mosto, o que determina concentragdes de resveratrol mais baixas
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nestes vinhos comparativamente com os vinhos tintos, cuja concentracao em

resveratrol varia entre 0,02 a 13,4 mg/l (75).

Os resultados obtidos merecem algumas consideracdes, nomeadamente no que
se refere aos resultados do vinho tinto e do vinho branco. Ambos demonstraram
efeito inibitério marcado e, pese embora, o efeito dose-dependente observado
para o resveratrol, a concentracéo inibitoria deste foi muito superior ao contetdo
em resveratrol descrito para os vinhos, o que pode significar que o efeito
observado para os vinhos ndo se deve exclusivamente a sua presenca (63).
Efeitos sinérgicos com o conteudo em etanol dos vinhos tém sido descritos para
explicar algumas das propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias a estes
atribuidas (79,80). Esses efeitos poderdo explicar os resultados obtidos no
presente trabalho, pois os ensaios realizados com etanol, na concentragéo
presente no vinho, nao demonstraram efeito inibitério sobre o crescimento de H.
pylori, a8 semelhancga do ja descrito anteriormente (62). O efeito inibitorio do etanol
sobre o crescimento de outras bactérias Gram negativas, nas concentragoes
presentes no vinho, foi testado noutros trabalhos com resultados idénticos aos ja
descritos (56,57). Contudo, o0 mecanismo de acg¢do que pode explicar este efeito
nado ainda esta esclarecido, tendo-se levantado a hipotese de que o etanol podera

aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade do resveratrol (79,80).

O xantohumol é um prenilflavondide do tipo chalcona, presente nas
inflorescéncias femininas da planta do lupulo (Humulus lupulus). O lipulo é
utilizado na industria cervejeira para conferir sabor e amargor a cerveja, que é a

principal fonte alimentar de xantohumol (81,82). O contelido em xantohumol das
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cervejas depende dos diferentes processos de fabrico, cuja concentragdo pode

variar, segundo dados fornecidos pela industria cervejeira, entre 0,01 a 0,20 mg/I.

Varios estudos tém demonstrado que o xantohumol possui propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anti-cancerigenas (81-84). No entanto, tanto
quanto foi possivel apurar, as propriedades de inibicdo do crescimento de
microrganismos do xantohumol ndo tém sido objecto de analise aprofundada, com
excepgado de um trabalho realizado em 1986, que lhe atribui propriedades anti-
fungicas (84). No presente trabalho foi demonstrado, pela primeira vez, que o
xantohumol inibe o crescimento de H. pylori, uma bactéria patogénica para o
Homem. Os resultados obtidos neste trabalho com o xantohumol, conduzem as
mesmas consideragdes descritas para o resveratrol pois, embora a actividade anti
H. pylori seja marcada, as concentragbes que a determinam sdo superiores as
presentes nas cervejas, bebidas igualmente testadas neste trabalho e em relagéo
as quais foi igualmente possivel demonstrar a inibigdo do crescimento de H.
pylori, principalmente para as cervejas com alcool. Uma vez que o etanol, nas
mesmas concentragbes do vinho e da cerveja, ndo demonstrou actividade
inibitéria, levanta-se novamente a hipétese dos resultados observados
dependerem de um efeito sinérgico entre o conteido em xantohumol das cervejas
e o seu teor alcodlico. Ndo podemos igualmente excluir que existam outros
compostos inibidores do crescimento presentes nestas bebidas e que expliquem

parte do seu efeito.

Estes resultados estdo de acordo com varios estudos epidemiolégicos que tém

atribuido ao vinho e a cerveja um papel protector em relagdo a infecgao por H.
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pylori (47-49,58,59), embora os mecanismos de acg¢do que determinam esse
efeito permanegam desconhecidos, pois ndo se pode estabelecer uma

associagéo directa entre o que acontece in vitro e in vivo.

Outros autores tentam explicar a incidéncia de cancro gastrico em fun¢do da
interacgao entre H. pylori e o consumo de alcool. Esta relagdo tem sido objecto de
varios estudos epidemiologicos, cujos resultados nao tém permitido estabelecer

uma associacao significativa (66).

A carcinogénese gastrica € um processo complexo que se desenvolve ao longo
de varias etapas, em que o cancro gastrico corresponde a etapa final de uma
sequéncia de alteragdes patolégicas que determinam modificagcdes no epitélio
gastrico (metaplasia e displasia) (66,85,86). Normalmente este processo inicia-se
com uma gastrite cronica que evolui para gastrite atrofica, metaplasia, displasia e,
eventualmente, carcinoma gastrico (85-88). Estudos prolongados de “follow-up”
em pacientes em diferentes etapas do processo pré-cancerigeno, tém mostrado
que a progressado destas etapas é lenta e que algumas lesdes podem regredir
para etapas menos avancgadas (85).

Este processo resulta da interaccdo de trés tipos de factores: o agente
(Helicobacter pylori), o hospedeiro e a exposigao a factores ambientais. Aceita-se
actualmente que o efeito carcinogenico da infecgdo por H. pylori ndo € o mesmo
para diferentes niveis de exposigcdo a factores ambientais. Embora a infecgéo por
H. pylori tenha um papel amplamente reconhecido como a principal causa para o
desenvolvimento de cancro gastrico, esta associagéo pode ser modificada pela

interacgao entre H. pylori e factores ambientais (66,85,86,88,89).
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Uma dieta pobre em antioxidantes, o consumo de alimentos fumados e/ou de
alimentos conservados pelo sal, o tabaco € o consumo de &lcool tém sido

associados a diferentes etapas da carcinogénese gastrica (66,85,86,90,91).

A fruta e os vegetais sao fontes importantes de antioxidantes, substancias com
capacidades biologicas reconhecidas na modulagdo do processo carcinogenico,
através da inibigdo da proliferagéo celular, da estimulagéo da reparagao do DNA,
da modulagcédo da diferenciacao celular e da resposta imune e da inibigdo da
invas&o celular (66). Sabe-se que a infeccao por H. pylori estd associada a uma
diminuigdo dos niveis de acido ascorbico no suco gastrico e a deterioracdo do
efeito protector dos carotendides no estdbmago (66,89). Varios estudos
epidemiologicos tém atribuido um efeito protector ao consumo de fruta e de
vegetais verdes crus (90-94), possivelmente pelo papel neutralizador dos
antioxidantes sobre as espécies reactivas de oxigénio que resultam do “stresse
oxidativo”, cujo mecanismo de acc¢ao parece ser determinante na cadeia de
eventos que podem conduzir a formagao de células neoplasicas (85). O tabaco
parece aumentar o risco de desenvolvimento de cancro gastrico associado a
infecgdo por H. pylori (66,90,92,94), assim como o consumo de alimentos
fumados ou conservados pelo sal (66,90,95). Relativamente ao alcool nédo se
conseguiu, até a data, estabelecer uma relacdo de causalidade entre o seu
consumo e o desenvolvimento de cancro gastrico. Parece haver uma relagdo com
o cancro do cardia, apoiada por varios estudos epidemiolégicos, que, no entanto,
n&o tém sido conclusivos no que se refere ao cancro gastrico distal (55,66,90). De
salientar que o cancro do cardia parece também nao estar associado a infecgdo

por H. pylori (66,86-89,96).
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O tipo de bebida alcodlica consumida e as quantidades ingeridas poderdo
explicar, em parte, os resultados controversos obtidos em diferentes estudos
epidemiolégicos (4,55). Com efeito, varios estudos epidemiologicos atribuem um
papel protector ao vinho e a cerveja relativamente a infeccdo por H. pylori,
principal factor causal da carcinogénese gastrica (47-49,58,59), efeito esse, que
pelos resultados obtidos neste trabalho, se podera, em parte, atribuir a sua acgéo
antibacteriana (4). Outros estudos epidemiolégicos que avaliaram a influéncia de
factores ambientais favorecedores do desenvolvimento de cancro gastrico ndo
tém sido conclusivos. Se, por um lado, alguns estudos ndo encontram uma
associagao significativa entre o consumo de alcool e o desenvolvimento de lesdes
pré-cancerigenas (92,93,97), por outro lado, encontramos estudos cujas
conclusdes apontam para um risco aumentado de desenvolvimento de cancro
gastrico associado ao consumo de alcool. Quando se avalia o tipo de bebida
consumido, esta associagdo sO € significativa para as bebidas destiladas com
elevada graduagdo alcodlica, nomeadamente a vodka (94,98,99). Esta
associagao nao foi observada para o vinho (99). Um outro estudo epidemiologico
atribui ao vinho um papel protector contra o desenvolvimento de cancro gastrico
(100). Este efeito foi observado ndo sé para o adenocarcinoma gastrico mas
também para os adenocarcinomas esofagico e do cardia (100). Com estes
trabalhos n&o fica ainda claramente demonstrado o efeito protector do vinho
relativamente ao cancro gastrico mas, por outro lado, também nao ha nenhum
estudo que demonstre uma relagdo directa entre o consumo de vinho e o
desenvolvimento de cancro gastrico (4,92,93,99,100). Pelo contrario, a cerveja

aparece em alguns estudos associada ao risco de desenvolvimento de cancro
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gastrico (93,101), O consumo total de alcool sé apresenta uma associagdo

significativa quando inclui o consumo de bebidas destiladas (99,101).

O efeito do etanol e de diferentes bebidas alcodlicas sobre as mucosas gastrica e
duodenal, também tem sido objecto de estudo. As gastrites superficiais e cronicas
atroficas sdo comuns nos alcodlicos. No entanto, varios estudos tém concluido
que estas lesbes se devem sobretudo a presenca de infecgdo por H. pylori, ndo
constituindo uma consequéncia directa do consumo excessivo de alcool e da sua
accao agressiva sobre a mucosa, uma vez que estas lesées, na maioria dos
casos, desapareciam apés a erradicagdo da infecgdo, independentemente dos
individuos abandonarem ou n&o o consumo de bebidas alcodlicas (55). O tipo de
bebida e a graduagéo alcodlica parecem ter algum significado, na medida em que
foi possivel observar que diferentes tipos de bebidas (vinho, cerveja e whisky) e
solugbes alcoodlicas com diferentes graduacdes (4%, 10% e 40%) estavam
associadas a diferentes alteragdes da mucosa gastrica. As alteragbes associadas
as solugdes alcodlicas eram mais extensas, quando comparadas, com as
associadas as das bebidas de igual graduagéo e 24 horas apos a ingestdo destas
bebidas e solugbes, ainda era possivel observar as lesbes provocadas pelo
whisky e pelas solugdes alcodlicas com graduagao igual ou superior a 10%. Tal
observagao levou os autores deste estudo, a levantar a hipétese de que as
bebidas alcodlicas continham substancias que tinham uma acgéo protectora sobre
a mucosa gastrica e que, destas, o vinho e a cerveja seriam aquelas que teriam

maior quantidade destas substancias (55).
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O vinho, nomeadamente o vinho tinto, contém uma variedade de compostos
polifendlicos que incluem flavonoides (resveratrol, quercetina, miricetina),
flavandides (catequinas e epigalatocatequinas), taninos e antocianinas (102,
103), aos quais se atribuem propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatérias e anti-
cancerigenas (55,102-105). Variagdes na concentragdo destes constituintes, a
sua biodisponibilidade e a forma como a interac¢cdo com outros constituintes do

vinho e da dieta a podem afectar, determinam efeitos diferentes (102-106).

Foi demonstrado, num estudo que avaliou o efeito dos compostos polifendlicos,
presentes no vinho tinto e no vinho branco, sobre o crescimento de linhas
celulares derivadas de células de cancro do célon e de cancro géastrico, que quer
as antocianinas quer os flavondides inibiam o crescimento celular. No entanto, as
antocianinas demonstraram uma taxa de inibicdo mais elevada. As antocianinas
correspondiam a fracgao insoluvel (em éter dietilico) de um extracto de vinho tinto
em metanol e os flavondides correspondiam a fracg&o solivel dos extractos de
vinho tinto e de vinho branco em metanol. O vinho branco nao continha
antocianinas (104). Os resultados deste estudo demonstram que o contetido em
polifendis dos vinhos podera explicar, em parte, os resultados algo contraditérios
dos estudos epidemiolégicos, que oscilam entre a auséncia de associagéo entre o
consumo de vinho e o desenvolvimento de cancro gastrico e o seu efeito

protector.

O efeito anti-oxidante destas bebidas também tem sido objecto de estudo,
nomeadamente sobre a acgdo do peroxido de hidrogénio e das radiagdes v,

ambos indutores de danos a nivel do DNA, in vitro. Estudos in vitro demonstraram
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que, quer o vinho tinto quer o vinho branco, tinham um efeito protector, efeito esse
que n&o pode ser apenas explicado pelo conteldo em polifenois destas bebidas,
pois o vinho branco contém menor quantidade destes compostos. Desta forma, os
autores avangaram com a hipétese de que o etanol, o glicerol e o ascorbato em
conjunto com compostos polifenélicos presentes nos vinhos tinto e branco
poderiam ser os responsaveis por este efeito protector, isto porque nos mesmos
estudos, quer o etanol quer o vinho desprovido do seu conteido em polifendis

apresentavam uma redugéao estatisticamente significativa deste efeito (105,106).

A identificacdo dos compostos responsaveis pelas propriedades antibacterianas,
nomeadamente sobre H. pylori, pelas propriedades anti-cancerigenas e anti-
oxidantes destas bebidas (vinho e cerveja), assim como dos seus mecanismos de
acgao abrem um campo de estudo que poderia ajudar a esclarecer os resultados

dos estudos epidemiolégicos que avaliam o efeito das bebidas alcodlicas no

desenvolvimento de cancro gastrico.
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| 1. Resultados dos ensaios com as diferentes bebidas e substancias

Os resultados obtidos durante a realizagao dos ensaios com as diferentes bebidas

e substancias foram avaliados pela presenga ou auséncia de crescimento.

Os resultados apresentados nos quadros que se seguem, foram confirmados pela

repeticdo de cada ensaio, em triplicado.

Todas as estirpes cresceram nos meios de controlo (meio nao selectivo sem

adic&do de qualquer bebida ou substancia) em todos os ensaios realizados.
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vinho branco

1.1. Ensaios com vinho tinto e vinho branco

Os resultados obtidos sé&o apresentados no quadro seguinte (quadro 1):

Quadro 1 - Crescimento de diferentes estirpes de H. pylori em meios com vinho tinto e

Estirpe

Controlo

Vinho tinto

Vinho branco
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crescimento da totalidade (100%) das estirpes.

Legenda: © = com crescimento; ® = sem crescimento

(75%) das doze estirpes testadas para a concentragéo de 22,5%.

Relativamente ao vinho tinto, verificou-se que este inibiu o crescimento de nove

Para uma concentragdo igual ou superior a 45%, observou-se inibigdo do
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O vinho branco apresentou resultados idénticos ao vinho tinto para concentragdes

iguais ou superiores a 45%. Para a concentragcdo de 22,5% observou-se a

inibicdo do crescimento de apenas 4 estirpes (33%).

1.2. Ensaios com cerveja preta e cerveja preta enriquecida

Os resultados obtidos sdo apresentados nos quadros seguintes (quadros 2 e 3):

preta e cerveja preta enriquecida

Cerveja preta enriquecida Cerveja preta
Estirpe Controlo | 225 | 45 | 67,5 90 22,5
% % % %
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Quadro 2 - Crescimento de diferentes estirpes de H. pylori em meios com cerveja
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Quadro 3 - Crescimento de diferentes estirpes de H. pylori em meios com cerveja

branca com e sem alcool

Cerveja branca c/ alcool Cerveja branca s/ alcool
Estirpe | Controlo | 22,5 45 | 67,5 90 225 | 45 | 67,5 90
% % % % % % % %
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A cerveja preta, a cerveja preta enriquecida e cerveja branca com alcool,
apresentaram um efeito inibitério idéntico, para a concentragdo maxima (90%),

inibindo o crescimento da totalidade (100%) das estirpes de H. pylori testadas.

Nenhuma das cervejas apresentou efeito inibitério para a concentragéo de 22,5%.
A cerveja preta e a cerveja preta enriquecida inibiram o crescimento de 4 estirpes
(33%) para a concentragao de 45%, para esta concentragéo a cerveja branca com
alcool s6 inibiu o crescimento de 2 estirpes (16,7%), revelando um menor efeito

inibitério.
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Para a concentragdo de 67,5%, as cervejas pretas (enriquecida e normal)
apresentaram efeitos semelhantes ao inibirem o crescimento de 91,6% e 100%
das estirpes, respectivamente. Para a mesma concentracdo, a cerveja branca
com alcool apresentou resultados semelhantes ao inibir o crescimento de 96,1%

das estirpes.

A cerveja sem alcool foi a que apresentou efeito inibitorio menos marcado,
observando-se crescimento de H. pylori em todas as concentragoes testadas. No
entanto, o numero de estirpes com crescimento foi diminuindo @ medida que a

concentracao de cerveja no meio aumentou.

Quadro 4 - Crescimento de diferentes estirpes de H. pylori em meios com cerveja

branca com e sem alcool

Resveratrol Xanthohumol
Estirpe Controlo 12,5 75 100 12,5 75 100
pg/ml pg/mi pg/ml Hg/ml pg/ml pg/ml

@) ] ® ®) ®) ®
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Legenda: O = com crescimento; ® = sem crescimento
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Relativamente ao resveratrol, para a concentragdo de 75 ug/ml, verificou-se que
este inibiu o crescimento de seis (50%) das doze estirpes de H. pylori testadas.
Para a concentragéo de 100 pg/ml o efeito inibitério foi visivel para todas as
estirpes (100%).

Para a concentragao de 12,5 pg/ml néo foi observado qualquer efeito inibitério do

resveratrol sobre o crescimento de H. pylori.

O xanthohumol apresentou resultados idénticos ao resveratrol para a
concentracdo de 100ug/ml, observando-se inibigdo do crescimento de todas as

estirpes testadas.

Relativamente as concentracées de 12,5 yg/ ml e 75 pg/ ml, o xanthochumol
demonstrou um efeito inibitério superior ao do resveratrol para as mesmas
concentragdes, uma vez que para a concentragdo de 12,5 pg/ml inibiu o
crescimento de trés das estirpes testadas (25%) e para a concentragdo de 75

ug/ml inibiu o crescimento de nove estirpes (75 %) contra 0% e 50%,

respectivamente.
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Meios

Caldo Mueller-Hinton (OXOID)

Utilizado na repicagem de culturas e na preparagdao dos inéculos a partir das
bidpsias.

Preparado segundo as instru¢des do fabricante (38 g de meio por litro de agua
destilada), esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 minutos, sendo

posteriormente distribuido em tubos Eppendorf e armazenado a 4°C.

Caldo Base Ureia (OXOID)
Utilizado no teste da urease.
Apoés a sua preparagao (0,9 g de meio para 95 ml de agua destilada) o meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C durante 15 minutos, sendo depois colocado
numa estufa até atingir a temperatura de 55 °C, atingida essa temperatura foi-lhe
adicionada uma ampola (5 ml) de solugdo de ureia estéril (SR 20 — OXOID),

distribuindo-se de seguida por tubos Eppendorf e armazenado a 4°C.

Caldo Triptona de Soja (OXOID) com 20 % de glicerol

Utilizado na conservagao por congelagéo a -80°C das suspensbes bacterianas
obtidas a partir de culturas frescas puras.

Apoés a preparacao, segundo as instrugbes do fabricante, a 38,5 ml de meio
adicionaram-se 11,5 ml de glicerol, para um volume total de 50 ml. De seguida,

procedeu-se a esterilizagdo em autoclave a 121° C durante 15 minutos,

posteriormente foi distribuido por tubos Eppendorf e armazenado a 4° C.
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Solugoes e Corantes

Solugao de Lugol

Solugado utilizada no método de coloragao diferencial de Gram, como fixador do
primeiro corante.

Violeta Cristal

Corante utilizado na coloragao diferencial de Gram.

Safranina

Corante diferencial de contraste utilizado na coloragéo diferencial de Gram.
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Material

Caixas de Petri de 90 mm @

Zaragatoas

Ansas de inoculagao

Pipetas de Pasteur

Pontas para micropipetas de 200 e 1000 ul
Micropipetas de 20, 200 e 1000 pl (Gilson)
Tubos Eppendorf de 500 e 1000 pl

Laminas e lamelas para microscopio

Gas Generating Kits for Campilobacter (OXOID)
Frascos Schott (100, 250 e 500 ml)
Quitasatos (250, 500 ml)

Tubos de ensaio

Provetas de 10, 25, 50, 100, 250, 500 ml
Suportes para tubos de ensaio e Eppendorfs
Algodao hidréfobo

Funis de porcelana

Papel de filtro
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Equipamento

1

Céamara de fluxo laminar vertical (Biohazard)
Autoclave (Selecta)
Jarras de microaerofilia (OXOID)

Incubadora (BIOFASE eco, Integra Bioscience)

Balanga Analitica (Mettler AE 200)

Balanca de Preciséo (Fisher scientific XS 420)

Microscopio Optico (Leica AT 2000)

Lupa Binocular (Leica Zoom 2000)

Medidor de pH (Basic 20 — Crison)

Estufa de incubagéo (MedCenter)

Estufa de esterilizagdo a calor seco (MedCenter)

Camara de congelacao a -80°C (Polar 530 V - Angelantoni Industrie S.p.A,

Biomedical Divison)

Vortex (Heidolph Reax Top)

Bomba de Vacuo (Millipore)

Placa de Aquecimento (Agimatic E — Selecta)

Bico de Bunsen
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