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Theodoro LN. Anélise da biocompatibilidade e agdo antimicrobiana da matriz
de hidrogel associado ao extrato de Stryphnodendron barbatiman [dissertacio].
S@o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A matriz hidrogel € um biomaterial que mimetiza a matriz extracelular natural
auxiliando na proliferagéo celular para a regeneragdo tecidual. A proposta deste
estudo foi avaliar a biocompatibilidade e atividade antimicrobiana da matriz
hidrogel associado ao extrato de Stryphnodendron barbatiman comparado ao
antibiético ciprofloxacino. Para as analises microbioldgicas, foram realizados os
testes sobre a cepa Enterococcus faecalis (ATCC 4083) em suspensdo
planctonica, por meio do ensaio de microdiluigdo ¢ em biofilme pelo teste de
MTT. Para os ensaios de biocompatibilidade foram utilizados macréfagos RAW
264.7 para verificar a citotoxicidade pelo ensaio de viabilidade celular MTT e a
genotoxicidade pelo teste de micronucleos. A andlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA e Tukey, adotando o nivel de significancia 5%. Os resultados
demonstraram que a matriz de hidrogel associado ao barbatimio apresentou
atividade antimicrobiana em planctdnico somente na concentracdo 12,5 mg/mL.
No entanto, ndo apresentou agdo antimicrobiana em biofilme monotipico de E.
faecalis. A matriz de hidrogel associado ao barbatimio ndo foi citotéxico,
promovendo alta proliferagdo celular e ndo apresentou genotoxicidade para
macrofagos. O antibidtico ciprofloxacino apresentou efetiva atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis, mas por outro lado foi citotéxico e genotéxico
para macrofagos. Conclui-se que o extrato de Stryphnodendron barbatiman
associado ou ndo a matriz de hidrogel apresentou pequena atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis, mas nido foi citotoxico nem genotoxico para
macréfagos.

Palavras-chave: Biocompatibilidade. Antimicrobiano. Enterococcus faecalis.
Matriz hidrogel. Stryphnodendron barbatiman.



Theodoro LN. Analysis of the biocompatibility and antimicrobial action of the
wdrogel matrix associated with Stryphnodendron barbatiman extract
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University, Institute
of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The hydrogel matrix can be useful for many applications in medical devices, this
promissor biomaterial mimics the natural extracellular matrix and is able to
enhance cell proliferation and tissue regeneration, also can control release of
drugs. The purpose of this study was to evaluate the biocompatibility and
antimicrobial activity of the hydrogel matrix associated with a natural extract
from Brazil Stryphnodendron barbatiman compared to the ciprofloxacin. For
the analysis of antimicrobial activity, the tests were performed on Enterococcus
faecalis (ATCC 4083) in the planktonic suspension by the microdilution assay
and biofilm by MTT assay. For biocompatibility assays macrophages RAW
264.7 were used to evaluate the cytotoxicity by cell viability assay (MTT) and
genotoxicity by micronucleus test. Statistical analysis was performed by ANOVA
and Tukey test, adopting a significance level of 5%. The results showed that the
hydrogel matrix associated with S. barbatiman showed antimicrobial activity on
planktonic only the concentration 12.5 mg/mL. However, showed no
antimicrobial action in monotypic biofilms of E. faecalis. The hydrogel matrix
associated with S. barbatiman was not cytotoxic, promoting high proliferation
cell and was not genotoxic for macrophages. The antibiotic ciprofloxacin
showed effective antimicrobial activity against E. faecalis, but was cytotoxic and
genotoxic to macrophages. We conclude that the S. barbatiman extract with or
without the hydrogel matrix showed little antimicrobial activity against E.
faecalis, but it was not cytotoxic or genotoxic to macrophages.

Keywords: Biocompatibility. Antimicrobial. Enterococcus faecalis. Hydrogel
matrix. Stryphnodendron barbatiman.




INTRODUCAOQO

A busca de novos e mais eficientes biomateriais para transposi¢io clinica
e um grande desafio para comunidade cientifica e imprescindivel na drea médica
¢ odontologica visto que os avangos continuos impactam na melhoria da
qualidade de vida de muitos pacientes.

A Engenharia tecidual é uma ciéncia multidisciplinar que desenvolve
maneiras de restaurar, manter ou aumentar as fungdes biologicas de diversos
tecidos. Dentro disso, o desenvolvimento de nanofibras estd sendo realizado
para a regeneragdo de tecidos moles, ossos e cartilagem, hemostasia, sistema de
liberagdo controlada de drogas, entre outras. Estes biomateriais denominados
scaffolds ou matrizes possuem estrutura fisica tridimensional que mimetizam a
matriz extracelular natural, exercendo fun¢o de suporte fisico para as células,
acelerando a proliferagdo celular e a regeneragfo tecidual, colaborando para
reconstitui¢io de diversos tecidos (Barbanti et al., 2005; Popat, 2011; Costa RG
etal., 2012).

Na odontologia, muitos dos procedimentos realizados visam a
substitui¢do de tecidos ou elementos dentérios perdidos, recorrendo & utilizagio
de biomateriais sintéticos na tentativa da substituigdo destes tecidos danificados
porém esses materiais podem apresentar algumas caracteristicas negativas e em
conjunto com o ambiente hostil da cavidade oral, podem ter sua vida
relativamente curta e frequente necessidade de retratamento. Desta maneira, a
area de engenharia tecidual representa para a odontologia contemporinea
perspectivas para o desenvolvimento de novas estratégias e de metodologias
mais eficientes para os pacientes da clinica, pois visam a regeneracdo do tecido

ao invés da sua substituicio (Rosa et al., 2012).
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Na endodontia regenerativa grandes desafios sio encontrados com
relagfo as infecgdes endoddnticas secundérias. A infecgfio da polpa dentaria
»corre pelo ingresso de micro-organismos presentes na cavidade bucal, por meio
do comprometimento da integridade dental devido a fraturas, acidentes no
preparo cavitario, caries profundas, entre outros. A invasdo, instalacio e
multiplicagdo microbiolégica no tecido pulpar leva a infecgfo, acarretando
danos neste tecido que podem levar a necrose pulpar em casos avangados. H4
uma grande variedade de micro-organismos da cavidade bucal capaz de
colonizar o tecido pulpar, porém o perfil microbiolégico nas infecgdes primarias
ou ndo tratadas, demonstram que este tecido é um local favoravel ao
desenvolvimento de infec¢fo polimicrobiana, diferentemente do que ocorre nas
infecgbes secunddrias, que persistem ao tratamento endodéntico e apresentam
micro-organismos mais especificos. Dentre os micro-organismos existentes em
infecgBes pulpares, Enterococcus faecalis, tem sido destacado principalmente
pela sua alta prevaléncia, de até 90% dos casos, nas infecgdes pulpares
secunddrias, pois conseguem sobreviver e colonizar o canal radicular apés o um
procedimento mal sucedido (Dahlén et al., 2012; Endo et al., 2013; Jorge, 2012).

E. faecalis sio cocos gram-positivos dispostos em pares ou cadeias,
anaerobios facultativos, catalase negativa, ndo formadores de esporos e seus
principais fatores de viruléncia s3o a produgdo de 4cido lipoteicéico, gelatinase,
hialuronidase, citolisina, substincias de agregagfio, feromonas e proteinas de
choque térmico (Jorge, 2006). Outro fator muito importante sobre E. faecalis é
sua resisténcia aos antibidticos, uma vez que podem produzir beta-lactamases e
outros mecanismos de resisténcia contra a vancomicina e a cefalosporina, além
de outras substincias como hipoclorito de sédio e hidréxido de célcio que sdo
frequentemente utilizadas durante o tratamento endodéntico. Assim, as
dificuldades em obter sucesso no tratamento das infecgBes pulpares secundérias

resistentes, motivam o estudo de novas metodologias para estes casos (Ferrari,
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Sombana, 2010).

A existéncia de células multipotentes altamente proliferativas presentes
na polpa dentéria, despertam novas possibilidades e expectativas promissoras na
contemporénea engenharia tecidual endodéntica. Estudos demonstram que sfo
necessarios para dar inicio ao processo de diferenciagdo, as préprias células-
tronco originadas da polpa dentdria, uma matriz extracelular e fatores de
crescimento. A associagdo das células-tronco da polpa com uma matriz
estrutural promove o suporte fisico que propicia a proliferagdo celular e a
aplicagdo de substincias sinalizadoras fornece o estimulo necessario para
diferenciagdo celular. Este exposto abre um caminho com indmeras
possibilidades para diversos estudos, com o objetivo da regeneragio do
complexo dentino pulpar (Janji¢ et al., 2016; Cordeiro et al., 2008; Leal 2007;
Soares AP et al., 2007).

Na literatura, o uso de scqaffolds ou matrizes estd em ascensdo, uma vez
que estes apresentam caracteristicas capazes de promover a proliferagdo celular,
além da possibilidade de controlar a liberagdo de substincias antibidticas que
possibilitam o controle de infec¢des. Ha relatos bem-sucedidos de estudos in
vitro que incorporaram substéncias antibioticas nestes scaffolds, demonstrando a
a¢lo de liberagéo controlada de antibidticos. Porém, ainda existe poucos estudos
com relagdo aos mecanismos de eficacia e seguranca desse tratamento (Drury,
Mooney, 2003; Feng et al., 2010; Ruckh et al., 2012).

Feng et al. (2010) desenvolveram uma matriz de nanofibra composta
pelo antibiético doxiciclina e avaliaram o perfil de liberagdo deste antibidtico
por meio da espectrofotometria e verificaram sua atividade antimicrobiana. A
concentragdo do antibidtico apresentou duas fases, uma alta liberacdo inicial
durante o primeiro dia, seguido por uma liberagio lenta ao longo de 42 dias. A
a¢do antimicrobiana foi testada no Staphylococcus aureus e na Escherichia coli,

inibindo o crescimento desses micro-organismos. A longa duragdo da liberagéio
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do antibidtico significa um importante progresso para o tratamento de infecgdes
dentarias. Ruckh et al. (2012) desenvolveram um scaffold incorporado ao
antibiotico rifamicina nas concentragdes 10% e 20% de antibiético. Os scaffolds
foram colocados em contato com os micro-organismos Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus epidermidis. O scaffold liberou o antibibtico
rifamicina em duas etapas, inicialmente € liberado uma dose em alta
concentragdo num petiodo curto de 1 a 2 horas, e posteriormente a liberagdo foi
lenta e prolongada por 8 horas. Assim, com este mecanismo de liberagdo local
da droga, obteve-se sucesso na eliminagfo dos micro-organismos, além da
vantagem de se obter uma concentragfo alta inicial, evitando concentragdes
sistémicas potencialmente toxicas.

Especificamente na Endodontia, Bottino et al. (2013) avaliaram a
atividade antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis e E. faecalis de
scaffolds de nanofibras associados a duas concentragdes (5 e 25% em peso) de
ciprofloxacina e metronidazol. Também a citotoxicidade destes scaffolds foi
avaliado em células-tronco da polpa. Verificou-se por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, que o periodo de liberagdio dos antibidticos foi de 48
horas. Os scaffolds contendo ciprofloxacina foram capazes de inibir o
crescimento de E. faecalis em biofilme. A concentragdo de 25% em peso da
ciprofloxacina foi toxica para as células. Os autores sugerem que o scaffold de
nanofibras contendo antibidtico pode ser um sistema seguro de liberagdo de
drogas para a regeneracio endod6ntica.

O desenvolvimento de novos métodos de controle de infecgdes é uma
preocupagdo extremamente importante, principalmente diante do aumento de
cepas bacterianas resistentes aos antibidticos convencionais. Portanto, &
pertinente pesquisas relacionadas aos fitoterapicos para desenvolvimento de
novas alternativas no combate de micro-organismos. No Brasil, a rica

biodiversidade oferece grande variedade botanica e o uso de plantas medicinais
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wabiliza para ciéncia indicios favordveis com pesquisas que envolvem
ftoterpicos. Com o intuito de inovar, propde-se neste trabalho a utilizagdo do
stryphnodendron ba;:batiman, uma substancia fitoterapica farmacologicamente
ativa para associd-la ao scaffold ou matriz de hidrogel com o objetivo de
potencializar seu efeito reparador.

O Stryphnodendron barbatiman origina-se de uma planta nativa do
cerrado brasileiro, conhecida também como barbatimfo, barba-de-tim3o ou
casca-da-virgindade que ¢ amplamente utilizado no Brasil pelo conhecimento
empirico popular por apresentar propriedades medicinais benéficas relacionadas
as agOes cicatrizante, adstringente, antibidtica, antifiingica, anti-inflamatéria,
anti-oxidadante entre outras. A casca é a parte mais utilizada desta planta e sua
composi¢do quimica € a responsavel pelas atividades biolégicas desta planta que
¢ composta principalmente por taninos condensados (protoantocianidinas) e
outros constituintes quimicos em menor quantidade (Ferreira et al., 2013;
Monteiro et al., 2005; Nascimento et al., 2016; Passaretti et al., 2016; Chaves et
al., 2016).

Com relagdo a atividade antimicrobiana do barbatimdo é possivel
encontrar na literatura estudos bem-sucedidos da aplicagdo deste fitoterdpico em
diversos micro-organismos. No estudo de Oliveira et al. (2013) o S. barbatimam
foi avaliado com relagdo a sua a¢do antimicrobiana em cepas clinicas e
American Type Culture Collection (ATCC) de Streptococcus mutans e Candida
albicans e a citotoxicidade e produgdo de citocinas em macréfagos. Verificou-se
que o extrato de S. barbatiman apresentou uma agfio antimicrobiana mais
sensivel ao S. mutans que para C. albicans, além de ter sido considerado nio
citotoxico. A suscetibilidade in vitro de micro-organismos patogénicos da
cavidade oral (S. mutans, S. aureus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
C. albicans) aos extratos aquosos e etandlicos do barbatimio foi avaliada por

Santos et al. (2004), os resultados mostraram que os extratos etandlicos
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apresentaram maior acfio antimicrobiana em relagdo ao exfrato aquoso,
demonstrando que a solugio extratora pode influenciar na extragfo qualitativa e
quantitativa dos componentes do barbatimdo com consequéncias na atividade
bioldgica, neste trabalho os resultados mostraram que o barbatiméo teve agdo
antimicrobiana em todos micro-organismos testados e concluiram que os
extratos de barbatimfo apresentam alta atividade antimicrobiana contra os
micro-organismos patogénicos da cavidade oral.

Estudos in vivo foram realizados com o barbatim@o com o intuito de
avaliar a toxicidade via oral das concentra¢des de barbatim&o 500, 1.000, 2.000,
3.000, 4.000, e 5.000 mg-kg! em ratos Swiss e apds 14 dias foram realizadas
analises comportamentais ¢ exames histologicos. Os resultados mostraram que
as concentracdes de barbatimio apresentaram baixa toxicidade o que pode-se
sugerir que este possa ser administrado com grande nivel de seguranga (Costa
MA et al., 2013). Ainda, Melo et al. (2007) avaliaram o efeito da diminuigéo de
dor do barbatimdo em modelos animais através de testes de contorgdo
abdominal induzidos pelo acido acético, injecdo intraplantar de formalina e
placa quente. O grupo tratado com o barbatimio demonstrou um efeito evidente
na diminui¢éo de dor quando comparado ao grupo controle.

Com relagfio as propriedades de regenerago celular, o barbatimdo
demonstrou em alguns estudos a capacidade de estimular o processo de
cicatrizagfo. Seus componentes proporcionam um efeito adstringente que sio
capazes de ligar as proteinas dos tecidos lesados, criando uma camada protetora
que isola o local da ferida, reduzindo a permeabilidade e exsudagéio da ferida e
promovendo a reparacdio dos tecidos, além de apresentarem propriedades
antimicrobianas, vasoconstritoras e anti-inflamatérias que auxiliam na
regeneracdo dos tecidos (Passaretti et al., 2016). Chaves et al. (2016), realizaram
um estudo irn vivo, utilizando como modelo experimental a membrana do ovo

embrionado de galinha para avaliar a atividade angiogénica da solu¢do aquosa
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de barbatim@o 30 mg/ml. comparado ao conhecido indutor de angiogénese
Regederm®. Os resultados demonstraram que a solugdo de barbatimio
apresentou um percentual de vascularizagdo de 50,4% e o controle indutor
Regederm® de 52,9%, concluindo que a aplicagdo da solugdo aquosa de
barbatimdo pode ser benéfica em situa¢Bes clinicas como na reparagdo e
cicatrizacdo de feridas que estdo relacionadas aos estimulos angiogénicos.
Ainda, Lima et al. (2016), avaliaram o creme de barbatim&o 5% como adjuvante
na reparagdo tecidual em lesdes cutdneas de coelho. Foram induzidas quatro
feridas cutineas na regido dorsal dos coelhos que foram submetidos ao
tratamento com creme de barbatimdo 5% e aos controles. As feridas foram
analisadas por meio de exames clinicos diarios durante 21 dias corridos e por
analises histologicas. Os resultados demonstraram que o creme de barbatiméo
5% auxiliou no processo de reparacéo da pele em coelhos quando comparado
aos demais tratamentos, promovendo a proliferagdo de fibroblastos, o aumento
da produgdo de coldgeno, a reepitelizagdio e a neovascularizagdo. Concluindo
que o creme de barbatimdo 5% € eficiente e economicamente viavel como
adjuvante no processo de cicatrizag¢do de feridas cuténeas.

A associagdo do extrato de barbatim3o a um biomaterial foi observado
no estudo de Borges et al. (2015) em que avaliaram o comportamento de
liberagdio do extrato hidroetandlico do barbatimfo carreados por biomembranas
de latex obtidos a partir de seringueira Hevea por espectroscopia de ultravioleta-
visivel. Os resultados demostraram nas andalises de espectroscopia de
infravermelho em reflectdncia total atenuada que ndo houve interagdo quimica
que pudessem alterar a estrutura molecular entre o carreador e o extrato de
barbatimfo e a partir da 'microscopia eletrnica de varredura foi possivel
observar o extrato na superficie da biomembrana de litex. O comportamento de
liberagdo controlada ocorreu inicialmente com uma liberagfo rapida, seguida de

uma liberagdo mais lenta do extrato de barbatimfo com a liberagio sustentada
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por 7 dias, este estudo demonstra a possibilidade da associacio de extratos
fitoterdpicos em biomateriais.

Diante do exposto, os grandes avangos da endodontia regenerativa
indicam que beneficios teraputicos estardo disponiveis em um futuro préximo.
No desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a endodontia
contemporénea € importante explorar alternativas para ampliar este campo em
rapida ascensio na busca de melhores e mais eficazes associagBes entre as
células, matriz extracelular e fatores de crescimento para o controle de infeccio
¢ regeneragdo da polpa dentédria, afim de se estabelecer um protocolo seguro,
eficaz e com 6timo custo-beneficio. Desta forma, este estudo avaliou in vitro a
matriz de hidrogel associado ao extrato Stryphnodendron barbatiman
(barbatim@o) comparando ao antibiético ciprofloxacino, visando conhecer sua
biocompatibilidade em células macréfagos e atividade antimicrobiana em cepas
de E. faecalis.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana e a biocompatibilidade da matriz de hidrogel (Hydromatrix —
Sigma-Aldrich) associado ao extrato do Stryphnodendron barbatiman
(barbatim&o) ou ao ciprofloxacino.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragido
Microbicida Minima (CMM) para a cepa Enterococcus faecalis
(ATCC 4083) na forma planctbnica, por meio do ensaio de
microdilui¢do em caldo;

b) Avaliar a agdo antimicrobiana no biofilme de Enterococcus faecalis
(ATCC 4083);

c} Verificar a citotoxicidade através do teste de MTT em macréfagos
(RAW 264.7);

d) Avaliar a genotoxicidade pelo teste de micronficleo em macrofagos
(RAW 264.7).
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: MATERIAL E METODOS

3.1 Grupos experimentais

Neste estudo foram considerados quatro grupos experimentais de estudo,
sendo o grupo “A” o de maior interesse composto pela matriz de hidrogel

associado ao extrato do Stryphnodendron barbatiman e pelos grupos controle:

a) Grupo A: Matriz de hidrogel associado ao extrato do Stryphnodendron
barbatiman;

b) Grupo B: Matriz de hidrogel associado ao antibiético ciprofloxacino;

¢) Grupo C: Matriz de hidrogel sem associagio;

d) Grupo D: extrato de Stryphnodendron barbatiman isolado.

Os grupos controles (B, C e D) s8o importantes dados comparativos para
se obter a real dimensfio da efetividade do grupo de interesse (Grupo A).

3.2 Plaqueamento do HydroMatrix Peptide Cell Culture Scaffold.

A matriz (ou scaffold) de hidrogel utilizada neste trabalho foi o
HydroMatrix Peptide Cell Culture Scaffold - A6982, Sigma-Aldrich, Brasil
Figura 1). O boletim técnico fornece informagdes do produto que & constituido
por peptideos autopolimerizaveis instantineos que formam um gel composto por
uma matriz rica em nanofibras tridimensionais com aplicagdes em pesquisas

relacionadas a engenharia de tecidos. O biomaterial adquirido apresentou-se em
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w= frasco contendo um pd liofilizado pronto para ser preparado com 10 mL de
“zua estéril, formando uma solugéo estoque na concentracéo de 1%.
Para o plaqueamento, foi utilizada a solugéo trabalho recomendada para
> cultivo celular de 0,25%, portanto foi realizada a dilui¢do da solugdo estoque e
~osteriormente foi adicionado em cada pogo na placa de 96 e de 24 pogos
“ostar Corning, Nova York, EUA) 75 pL e 250 pL da solug¢do trabalho,
~espectivamente. As placas foram incubadas em estufa com 5% CO; a 37°C por
hora para que ocorresse a geleificagdo inicial da matriz de hidrogel no fundo
Z0s pogos. Apds este periodo, seguiu-se com o plaqueamento celular para os

t=stes microbioldgicos e de biocompatibilidade.

Figura 1 - HydroMatrix Peptide Cell Culture Scaffold A6982 (Sigma-Aldrich)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3 Analises de Aciio Antimicrobiana

Os ensaios para a avaliagio da a¢fio antimicrobiana dos grupos A, B, Ce

O foram realizados sobre a cepa de referéncia American Type Culture Collection
“TCC 4083) Enterococcus faecalis, proveniente do Laboratorio de
icrobiologia e Imunologia do Curso de Odontologia do ICT — UNESP que
wam mantidas em congelamento em freezer -70°C em caldo Brain Heart
~fusion (BHI — Himedia, Mumbai, india) com 20% de glicerol. Para ativagdo
» micro-organismo, a cepa de E. faecalis foi descongelada em temperatura
wmbiente e cultivada em meio de cultura dgar BHI (Brain Heart Infusion -
Himedia, Mumbai, India) por 48 h a 37°C em estufa bacteriolégica.
O extrato glicolico do Barbatimdo 200 mg/L. foi doado pela empresa
apric (Sdo Paulo, SP, Brasil). O laudo de andlise do extrato certifica a
~rocedéncia do produto, constando que a parte utilizada da planta foi a casca do
“ryphnodendron barbatiman M., relatando ainda que por ser um produto
=tural pode sofrer turvagdio e/ou precipitagio com o tempo ou quando
wssociado a outras substéncias como etanol.

O antibidtico em capsulas de ciprofloxacina 200 mg (isento de
wcipientes) foi obtido da farmdicia de manipulacio Nostra Férmula (S&o José
“os Campos, SP, Brasil). A diluigio do ciprofloxacino foi realizada em agua
‘=stilada estéril nas concentragdes 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10

-z mL para arealizagdo dos ensaios.
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3.3.1 Determinagio da Concentragio Inibitéria Minima (CIM) e
Concentragiio Microbicida Minima (CMM) do extrato do S. barbatiman

Neste experimento foi utilizado o método de microdilui¢do de acordo
com a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). Para
ceterminagdo da Concentragfio Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragio
Microbicida Minima (CMM) dos grupos A, B, C e D, foram utilizadas placas de
96 pogos. Para a preparagdo do inéculo padronizado, o E. faecalis foi semeado
por esgotamento em &gar Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, India).
Apos 24 horas de incubacgiio em estufa bacteriologica a 37°C, as coldnias foram
avaliadas pela coloragdo de Gram e crescimento uniforme isento de
contaminagdes. As coldnias foram transferidas para um tubo contendo solugio
fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) e a suspensdo bacteriana foi padronizada em
sspectrofotémetro a 109 células por mL, com os pardmetros de comprimento de
onda de 760 nm e densidade optica de 0,298. Na placa de 96 pogos, para o grupo
A foi plaqueado a matriz de hidrogel 0,25% e apés o periodo de geleificacio
iniciou-se as diluiges do extrato de barbatimio 200 mg/mL em meio Mueller
Hinton (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL) e a adigdo da
suspensdo bacteriana padronizada. No grupo B, foi plaqueado a matriz de
hidrogel 0,25% e seguiu-se com as diluigdes do ciprofloxacino em meio Mueller
Hinton nas concentragdes de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL
seguido da adigéio do micro-organismo. No grupo C foi plaqueado somente pela
matriz de hidrogel com a suspensfo microbiana. No grupo D foi realizado as
dilui¢Ses do extrato de barbatimfio 200 mg/mL em meio Mueller Hinton (100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL) e a adicio do E. faecalis. No
controle negativo foi plaqueado somente pelo meio de cultura Mueller Hinton. A
placa foi levada para incubagiio em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas,

2p0s este periodo a leitura da placa foi realizada macroscopicamente,
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~=terminando a CIM no pogo de menor concentra¢io que ndo apresentou
wurvagao.

Apos a leitura das placas, foi realizado a determinacio da CMM, para
sto inoculou-se por arraste em placas contendo dgar BHI, 10 pL de cada pogo
“2 CIM. Apos 48 horas de incubagiio em estufa bacteriolégica & 37°C, foi feita a
‘eitura das placas considerando a menor concentragio que ndo foi observado

crescimento de colonias para determinar a Concentragio Microbicida Minima
CMM).

3.3.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana em biofilme de Enterococcus
Sfaecalis

Para a formagdo in vitro do biofilme monotipico, foi utilizado a cepa
padrio de Enterococcus faecalis (ATCC 4083), utilizando como corpo de prova
o fundo da placa de 96 pogos. Para o preparo do inéculo, o micro-organismo E.
faecalis foi plaqueado em meio s6lido BHI que foi incubada por 48 horas em
estufa a 37°C. A colonia isolada do E. faecalis foi transferida para um tubo
contendo 5 mL de caldo BHI e incubado em agitacio por 48 horas a 37°C e foi
realizado a troca do meio em 24 horas. Apés este perfodo, verificou a turvagéo
do meio, caracterizando o crescimento microbiolégico, entio o tubo foi
centrifugado para a formagdo do pellet e o sobrenadante foi descartado. Para o
processo de lavagem foi acrescido 3 mlL de solugdo salina estéril que foi
homogeneizado através do vértex completo em agitador de tubos (Vision
Scientific) e em seguida centrifugado, este processo foi realizado duas vezes.
Para o preparo da suspensdo padriio, o tubo contendo o pellet previamente
lavado foi ressuspendido em agitador com 5 mL de solucéio salina estéril. Esta

solucio foi padronizada em espectrofotdmetro na concentragdo de 107 células



23

- mL nos parimetros de comprimento de onda de 760 nm ¢ densidade optica
=0,385.

Para os grupos composto pela matriz de hidrogel (A, B ¢ O),
~imeiramente foi realizado o plaqueamento da matriz, ¢ para isto foi acrescido
"5 uL da solugdio 0,25% em cada pogo e apds o periodo de geleificagdo da
=airiz seguiu-se com o protocolo de formacdo do biofilme, portanto foi
~oculado 200 pL da suspensdo padronizada de células de E. faecalis contendo

)" células por mL em solugdo salina estéril por pogo e a placa foi incubada sob
szitagdo por 1 hora e 30 minutos a 37°C para promover a adesdo inicial dos
micro-organismos. Apés a fase inicial de adesdo, a suspensio de células foi
sspirada cuidadosamente e cada pogo foi lavado com salina estéril para remover
=< células frouxamente aderidas. Posteriormente foi acrescido 200 pL do meio

suido BHI e a placa foi incubada sob agitagio por 24 horas. Passado o periodo
i= formagdo do biofilme, este foi colocado em contato com os outros
componentes dos grupos de estudo, sendo que no grupo A, foi adicionado as
fluigdes extrato de barbatimdo 200 mg/mL em meio BHI (100 mg/mL, 50
mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL), no grupo B o antibiotico ciprofloxacino foi
screscido em meio BHI nas diluigSes 50 ug/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL; no
srupo C foi acrescido somente o meio de cultura BHI e no grupo D foi
adicionado as diluiges extrato de barbatimio 200 mg/mL em meio BHI (100
=gz/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL). Foram realizados os controles da
“ormacio do biofilme sem tratamento, o controle do meio de cultura e o controle
~egativo com a solugdo salina estéril. O teste foi realizado em duplicata por um
periodo de acdo prolongada de 24 horas. Posteriormente, para a realizagéo da
=itura dos resultados por meio do ensaio de MTT, foi acrescentado 100 pL da
solucio de MTT (Sigma-Aldrich, Brasil) a 0,5 mg/mL em cada pogo e as placas
“oram levadas a estufa bacteriologica a 37°C por uma hora sob protegéo da Iluz.

% pds o periodo, a solugdo de MTT foi removida e adicionado 100 pL. de Dimetil
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““oxido (DMSO, Sigma Aldrich, Brasil) para solubilizacio do contetido dos
“ocos. As placas retornaram 3 incubagdo por 10 minutos. Ap6s este periodo, a
“2ca foi levada 4 agitadora orbital (Solab SL180/A) por mais 10 minutos.
“osteriormente, foi feita a leitura da absorbdncia dos pogos em
“pectrofotometro (Biotek, EL808IU) empregando o comprimento de onda de

——

20U nm,

3.4 Anilises de Biocompatibilidade

Para a determinacio da biocompatibilidade, foi avaliado o
-omportamento dos grupos (A, B, C, D) em contato com macréfagos de
-amundongo (RAW 264.7), por meio do ensaio de citotoxicidade com o teste
-olorimétrico MTT e a genotoxicidade pelo ensaio de micronticleo. Para o grupo
B composto pelo ciprofloxacino, foi realizado os ensaios de biocompatibilidade
dilizando o pardmetro de menor concentragdo antimicrobiana eficaz
“eterminada nos ensaios microbiolégicos. Os outros grupos foram testados da

mesma maneira que nos ensaios microbioldgicos.

3.4.1 Cultura celular de macroéfagos (RAW 264.7)

Neste trabalho, foi utilizado a cultura de células de macrofagos
riginados de camundongos da linhagem RAW 264.7. Estas c€lulas foram
“oadas pelo Laboratério de Cultura de Células do Laboratério de Microbiologia
e Imunologia da ICT — UNESP que foram obtidas do banco de células da
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sociacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM — RJ). Para o cultivo
= ular, foi utilizado o meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
_5C Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal
no (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e com os antibiéticos penicilina
) U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL), em frascos de cultivo celular (TPP,
2ca) e incubadas em estufa a temperatura de 37°C contendo 5% de CO,. O
==io de cultura foi trocado a cada 48 horas. Em todas as etapas do cultivo as
lulas (Figura 2) foram observadas em microscopio com luz invertida
licroscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany).
Foram realizados subcultivos celulares quando atingido a subconfluéncia
“zs células, caracterizado pela ocupagdo de mais de 85% do frasco. Para os
sbeutivos e plaqueamentos, os frascos foram lavados com o proprio meio e o
obrenadante descartado para remover células mortas ou frouxamente aderidas,
=nt3o foi adicionado o meio de cultura e as células foram removidas com auxilio
= um varredor celular (TPP, Sui¢a) e a suspenséo de células foi transferida para
=m tubo tipo Falcon (TPP, Suica) e centrifugado durante cinco minutos a 3.000
7m a 25°C (Centrifuga La_lbnet, USA). Apods a centrifugacdo, verificou-se a
‘ormacdo do pellet celular e o sobrenadante foi desprezado e as células foram
=ssuspendidas em 10 mL de meio de cultura e transferidas para um novo frasco
= cultivo celular no caso de subcultivo ou foi realizado a padronizacdo da
suspensdo celular para o plaqueamento. Para a contagem celular foi transferida
zma aliquota de 50 pL. da suspensdo celular em um eppendorf e foi acrescido 5
L de corante azul de Trypan 0,5% (Sigma-Aldrich) agitando com a micropipeta
= Toi transferido 10 pL. da mistura para a cdmara de Neubauer (Optik Labor) e a
contagem de células vidveis foi realizada considerando as células ndo coradas
>=lo azul de Trypan, pois as células com colorag¢8io azul incorporaram o corante
=m seu citoplasma devido. a rupturas em sua membrana, portando nio sdo

-onsideradas viaveis. Para a contagem foi utilizada a média do nimero de
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= las dos quadrantes laterais da cAmara de Neubauer multiplicada por 10* para
~==rminar a quantidade de células em 1 mL da suspensdo, como o pellet foi
~===uspendido em 10 mL foi necessario multiplicar esse niimero por 10 para
“=erminar o numero aproximado de células. Foi realizada uma dilui¢do da
w=pensdo celular considerando a propor¢do de células necessarias para o
= =queamento e foi adicionado meio de cultura suficiente para que em cada pogo
== placa de 96 pogos tivesse 8x10% células em 200 pL de meio de cultura e que
== placa de 24 pogos tivesse 2x10* células em 1 mL de meio de cultura.

O restante das células foram ressuspendidas em meio de cultura
contendo 10% de Dimetil Sulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich e transferidas
~era criotubos 2 mL da suspensdo com cerca de 1x10° células, que foram
levadas ao congelamento a -70°C por 24 horas e posteriormente congeladas em

=rogénio liquido.

Figura 2 — Cultivo celular macréfagos de camundongos (RAW 264.7)

"cgzenda: a) Células apds o descongelamento; b) Células apés 24 horas de cultivo; Células apos 48
foras de cultivo.
Tocte: Elaborado pelo autor.
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« - Uitotoxicidade — Ensaio de MTT

Para o teste de citotoxicidade foi utilizado um método colorimétrico
moregando o sal MTT (brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-yl} 2,5-
miltetrazolio) que € degradado por enzimas redutases presentes somente em
sas viaveis que transformam a coloragfio amarelada do MTT em uma
“»=tincia de coloragdo roxa denominado formazan e pode ser quantificado por
~ecirofotometria. Foi realizado o plaqueamento da matriz de hidrogel na placa

= 96 pogos respeitando a disposi¢do dos grupos, para isto foi acrescido 75 pL
= solugiio 0,25% da matriz de hidrogel por pogo e apds o periodo de 1 hora
w2 a geleificagdo foi realizado o plaqueamento celular. Neste ensaio uma
suantidade de 8x103 células foram colocadas em cada pogo na placa de 96 pogos
ncubadas em estufa por 24 horas a 37°C com 5% CO, para a aderéncia
=ular. Apos este periodo, o meio foi trocado e as culturas celulares foram
=ipostas aos grupos de estudo e aos controles negativo (sem células) e controle
sositivo (com células) e incubadas em estufa com 5% COz a 37°C por 24 horas.

s o tratamento, as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de PBS
=ril para descartar células mortas e residuos. Apés a lavagem, foi
wcrescentado 100 pL da solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, Brasil) a 0,5 mg/mL
== cada pogo. As placas foram cobertas com papel aluminio e levadas a estufa
»or uma hora, sob temperatura de 37°C e 5% de CO,. Ap6s o periodo, a solugdo
2= MTT foi removida e adicionado 100 pL de Dimetil Sulféxido (DMSQ, Sigma
“drich, Brasil) para solubilizagdo do conteido dos pogos. As placas envolvidas
== papel aluminio retornaram a incubag&o por 10 minutos. Apds este periodo,

¢ placas foram levadas & agitadora orbital (Solab SL180/A) por mais 10

nutos. Posteriormente, foi feita a leitura da absorbancia dos pogos em

=pectrofotdmetro (Biotek, EL.808IU) empregando o comprimento de onda de
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..... A citotoxicidade foi expressa como a porcentagem em relagio ao grupo
role (=100%), sendo considerado citotéxico quando a viabilidade celular for

). Esse teste foi realizado em duplicata.

4.3 Genotoxicidade — Ensaio de Micronticleo

O ensaio de micronticleo consiste na visualizagio de um pequeno niicleo
“woplado ao nucleo verdadeiro que surge a partir do deslocamento de
“=zmentos de cromossomo do nicleo principal, estes micronticleos surgem por
sicragOes genéticas espontineas ou sfo induzidos por agentes genotoxicos.
=ste estudo, foi realizado primeiramente o plaqueamento da matriz de hidrogel
ma placa de 24 pogos respeitando a disposi¢@o dos grupos, para isto foi acrescido
-=0 uL da solugdo 0,25% da matriz de hidrogel por pogo e ap6s o periodo de 1
“ora para a geleificagio. Em seguida foi realizado o plaqueamento celular com 1
=L de meio de cultura para 20.000 células por pogo e foram mantidas em estufa
com atmosfera imida contendo 5% de CO, por 24 horas. Apés este periodo foi
rocado o meio de cultura e as células foram tratadas respeitando a disposicdo
=0s grupos A, B, C e D e foram mantidas em estufa por mais 24 horas (37°C,
5% de CO,). Apés o tratamento cada pogo foi lavado com 1 mL PBS estéril e
‘01 adicionado 500 pL da solucdo fixadora de formol 4% (Sigma-Aldrich) por
J minutos, apés a fixaglo, os pogos foram lavados com 1 mL de PBS e em
seguida foram adicionados 200 pL de PBS e uma gota de fluoroshield with
JAPI (Sigma-Aldrich) e agitados em mesa orbital (Solab) por 5 minutos sob
~roteg@o da luz. Para a realizagdo da leitura foi utilizado o microscopio de
Tuorescéncia (Axiovert 200, Zeiss, Jena, Alemanha) e foi verificada a

Tequéncia de microndicleos em cada 2.000 células contadas.
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* “ESULTADO

<! Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio Microbicida
nima (CMM) do extrato do Stryphnodendron barbatiman

Os resultados para determinagdo da concentragdo inibitéria minima,
mforme a tabela 1, demonstraram que todas as diluigdes o grupo A
wresentaram turvagdo, que podem ser decorrentes do crescimento microbiano
© da interagdo do extrato com o meio, portanto ndo foi possivel determinar a

I do extrato de barbatimao associado a matriz de hidrogel nas concentragdes

sservada turvagéo em todas as diluigdes, determinado a CIM de 10 pg/mL para
ciprofloxacino sobre E. faecalis dentre as concentragdes testadas neste
perimento. No grupo C ocorreu o crescimento microbiano, determinando que
o houve agdo antimicrobiana com a matriz de hidrogel isolada. No grupo D,
Zas as diluigdes apresentaram turvagio devido as caracteristicas do extrato,
220 sendo possivel determinar a CIM do extrato de barbatimfo nas
soncentragOes testadas sobre Enterococcus faecalis. No controle negativo
somposto somente pelo mejo de cultura Mueller Hinton, ndo houve crescimento
sacteriologico, excluindo a possibilidade da contaminagdo do meio por micro-
TZanismos.
Para a determinagio da concentragdo microbicida minima (CMM), o
=upo A todas as dilui¢gdes foram testadas para determinar se a causa da turvagfo
decorrente do crescimento microbiano ou da interagdo do meio com o
=xirato, portanto foi realizado o plaqueamento por arraste das quatro
-oncentragdes testadas (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL) e

w00s 48 horas de incubagio em estufa bacteriolégica a 37°C, o resultado da
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“ra determinou que a concentragdio microbicida minima (CMM) do extrato

* tarbatimfo associado a matriz hidrogel foi de 12,5 mg/mL para E. faecalis.

grupo B ndo houve crescimento bacteriano em nenhuma concentragdo da

“7iz de hidrogel associada com as diluiges do ciprofloxacino em meio

s=ller Hinton (100 pg /mL, 50 pug /mL, 25 pg/mL e 10 ug/mL) determinando

MM de 10 pug/mL para o ciprofloxacino sobre E. faecalis. No grupo C

“oreu o crescimento microbiano, comprovando a auséncia da agdo

“imicrobiana da matriz de hidrogel sobre o E. faecalis. No grupo D foi

==lizado o plaqueamento por arraste das quatro concentragdes do extrato de
“arbatimdo isolado testadas (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL)

= 2pos 48 horas de incubagdo em estufa bacteriolégica a 37°C, o resultado da

=itura determinou que a concentragdio microbicida minima (CMM) do extrato

-= barbatimo foi de 12,5 mg/mL para E. faecalis (Figura 3).

“zbela 1 - Resultados do CIM para os grupos experimentais e controle.

GRUPO DESC‘RICziO CONCENTRAC;O RESULTADO
100 mg/mL
sTupo A Matriz de hidrogel 50 mg/mL Ocorreu turvagio em todas as
+ 25 mg/mL concentragdes
Barbatimfo - 12,5 mg/mL
100 pg/mL
srupo B Matriz de hidrogel 50 pg/mL N&o ocorreu turvagio em
+ 25 pg/mL nenhuma concentragio
Ciprofloxacino 10 pg/mL CIM =10 pg/mL
Grupo C Matriz de hidrogel 0,25% Ocorreu turvagio
100 mg/mL,
Grupo D Barbatiméo 50 mg/mL Ocorreu turvagiio em todas as
25 mg/mL concentragdes
12,5 mg/mL

“onte: Elaborado pelo autor,
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:o2la 2 - Resultados do CMM para os grupos experimentais e controle.

RUPO DESCRJC?&O CONCENTRACAO RESULTADO
srapo A Matriz de hidrogel 100 mg/mL N&o houve crescimento na
+ 50 mg/mL concentragio 12,5 mg/mL.
Barbatiméo 25 mg/mL CMM = 12,5 mg/mL
12,5 mg/mL
>rupo B Matriz de hidrogel 100 pg/mL N#o houve crescimento em
+ 50 pg/mL nenhuma das concentragdes.
Ciprofloxacino 25 pg/mL CMM = 10 pg/mL
10 pg/mL
Grupo C Matriz de hidrogel 0,25% Ocorreu turvagio
100 mg/mL N#&o houve crescimento na
Gropo D Barbatiméo 50 mg/mL concentracio 12,5 mg/mL.
25 mg/mL CMM = 12,5 mg/mL
12,5 mg/mL

“onte: Elaborado pelo autor.
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=23 - CMM do extrato de barbatiméo sobre E. faecalis

sz=nda: Concentragdes: 1=100 mg/mL; 2 = 50 mg/mL; 3=25 mg/mL; 4=12,5 mg/mL.
e Elaborado pelo autor.

4.2 Acdo antimicrobiana em biofilme E. faecalis

Os resultados demonstram (Figura 4) que as diluigdes do extrato de
“=rbatimdo associado ou ndo a matriz de hidrogel (Hidromatrix) ndo tiveram
#ividade antimicrobiana sobre o biofilme de E. faecalis e ainda favoreceram o
“=senvolvimento do biofilme no tratamento realizado por 24 horas do biofilme
== E. faecalis, como demonstram o grafico abaixo. Pode-se observar que houve

=ma atividade antimicrobiana efetiva com o antibiético ciprofloxacino.
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- zura 4 — Grafico do biofilme do E. faecalis tratado por 24 horas

Biofilme 24 horas

Sem tratamento NN 100,0%
Grupo A 100 mg/mL I 193,9%
Grupo A 50 mg/mL I 169,6%
Grupo A 25 mg/mL I 182,8%
Srupo A12,5meg/mL I 212,9%
Grupo B 100ug/mL M 6,6%
GrupoB50ug/mL W 8,5%
GrupoB25ug/mL M 8,2%
Grupo B 10ug/mL BN 10,8%
GrupoC I 110,0%
€rupo D 100 mg/mL I 210,8%
Grupo D50mg/mt I 234,9%
GrupoD25mg/mL e 184,2%
Grupo D 12,5 mg/mL IS 99,5%

0,0% 50,00 100,0% 150,0% 200,0% 250,0%
Formacdo do biofilme

“onte: Elaborado pelo autor.

4.3 Citotoxicidade — Ensaio de MTT

Os resultados do ensaio de viabilidade celular (Figura 5) demonstraram
que as dilui¢des do extrato de barbatimao associado ou ndo a matriz de hidrogel
=30 foram citotéxicos nas concentragdes 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e

2.5 mg/mL enquanto que o ciprofloxacino foi citotdxico na concentragdo de 10
sz/mL.

O grupo A promoveu proliferacdo celular em todas as diluigdes testadas,

BIBLIOTECA - ICT - UNESF
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sendo significante em relagdo ao grupo controle (p<0,05). O grupo C exibiu uma
alta proliferagdo celular, significante em relagédo ao controle {p<0,05).
No grupo D houve aumento da proliferacdo celular apenas nas

concentragdes 100 mg/mL e 50 mg/ml..

Figura 5 — Grafico do ensaio de Citoxicidade realizado por ensaio de MTT
sobre macrofagos RAW

Ensaio de Citotoxicidade - MTT

Sem tratamento N 100,0%

Grupo A 100 mg/mL I 313,3%
Grupo A 50mg/mL I 250,3%
Grupo A25 mg/mL I 184,4%

GrupoA12,5mg/mL I 195,6%
Grupo B 10 ug/mL N 42,5%
Grupo C |, 79, 1%

Grupo D 100 mg/mL I 230,6%
Grupo D 50 mg/mL N 110,2%

GrupoD 25mg/mL N 64,4%
Grupo D 12,5 mg/mL [N 53,8%

0,0% 50,0% 100,0% 150,0% 200,0% 250,0% 300,0% 350,0%
Viabilidade celular

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados do ensaio de genotoxicidade demostraram que o

crprofloxacino (10 pg/ml) foi altamente genotdxico para as células, exibindo

=ma quantidade de aproximadamente 10 vezes mais micronicleos que o grupo

-ontrole (Tabela 3) (p<0,05).

Foi verificado que os grupos A, C e D apresentaram formagédo de

micronucleos semelhante ao grupo controle, ndo sendo considerados

zenotoxicos. As imagens do ensaio de microndcleo foram ilustradas na figura 6.

Tabela 3 - Média do niimero de microntcleos encontrados em 2.000 células

Grupos Média de
Microntcleos
Grupo A Hidromatrix + barbatimio 12
Grupo B Ciprofloxacino 10 pg/mL 66
Grupo C Matriz de hidrogel (Hidromatrix) 9
Grupo D Barbatiméo 100 mg/mL 10
Controle positivo ~ EMS 68
Controle Somente células 6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 - Nucleos corados pelo corante de fluorescente DAPI

B
I's

r'd

Legenda: (A) sem presenca de micronticleos; (B) presenga de dois microniicleos indicados pelas
setas; (C)Nicleo ¢ Micronucleo (60X).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5 DISCUSSAO

No presente estudo verificou-se que 0s resultados da concentragdo
inibitéria minima (CIM) para os grupos contendo extrato de barbatimio nido
foram possiveis de determinar devido a turvagdo de todas as concentragoes
testadas. Desta forma, a inibi¢do do crescimento bacteriano proporcionada pelas
diferentes concentracdes foi avaliada pela concentragfio bactericida minima
(CMM), indicada pela presenga ou auséncia de crescimento bacteriano. Assim, a
CMM vpara E. faecalis foi 12,5 mg/mL para os grupos contendo barbatiméo.
Para o antibiético ciprofloxacino observou-se uma alta atividade antimicrobiana,
exibindo CIM e CMM de 10 pg/mL.

Souza et al. (2007), verificaram também que ndo foi possivel a
identificacdo do CIM do extrato de barbatimdo, uma vez que a coloragdo deste
extrato impediu a visualizagdo de presenga de turvagdo. Desta forma, a CMM
para S. aureus foi de 50 mg/mL e para S. epidermidis e E. coli foi de 75 mg/mL.
Em contrapartida, no estudo de Soares SP et al. (2008) foi avaliada a atividade

antibacteriana do extrato hidroalcodlico de barbatimdo sobre micro-organismos



37

mportantes para odontologia por meio da microdilui¢do em caldo em um faixa
de diluicdo menor do que a realizada neste presente estudo, e os resultados
demonstraram que o extrato de barbatiméo apresentou atividade antimicrobiana
para todos micro-organismos testados e determinaram a concentra¢do inibitoria
minima do extrato hidroalcodlico do barbatimdo de 400 pg/mL para o E.
faecalis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus sobrinus e de 350 pg/mlL para Streptococcus mitis e
Lactobacillus casei.

A presenca de coloragdo do extrato de barbatimio pode ter influenciado
na visualizagdo da turvagfio dos pogos, uma vez que este extrato possui tanino
em sua composi¢do. Sabe-se que os taninos condensados ou proantocianidinas
sdo estruturas fenolicas muito reativas quimicamente que podem formar pontes
de hidrogénio, liga¢des intra e intermoleculares com diversas substincias, além
de possuirem propriedades adstringentes capazes de precipitar proteinas
transformando-as em substincias insoluveis, e ainda sdo compostos facilmente
oxidéveis o que ocasiona a alteragio de coloragio em solugdes ricas em taninos
que apresentam pigmentos avermelhados, portanto altera¢Ses na aparéncia do
extrato podem ocorrer em decorréncia da natureza quimica do extrato (Monteiro
et al., 2005).

Neste estudo, verificou-se que o biofilme de E. faecalis foi altamente
resistente 4 ag¢do do extrato de barbatimio associado ou nédo a matriz de hidrogel.
Ao contrario do que se esperava, os grupos contendo barbatimfo causaram
aumento da proliferagdo de biofilme néo possuindo atividade antimicrobiana nas
concentragdes avaliadas neste estudo. J4, o antibidtico ciprofloxacino foi capaz
de induzir a diminuigdo significativa na formagéo de biofilme monotipico de E.
faecalis. Em outro estudo, foi avaliado os efeitos das fragSes de barbatiméao (F2
e subfragdo F2.4) em C. albicans em suspensio planctonica e em biofilme

comparado com a anfotericina B e fluconazol. Por meio dos testes de
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wicrodilui¢do em caldo, viabilidade celular MTT e cristal violeta, verificaram
2ue os resultados das fragbes do S. adstringens foi comparavel aos antifungicos
enfotericina B e fluconazol, concluiram que as fragdes de barbatim3o inibiram o
crescimento C. albicans planctdnico e biofilme (Luiz et al,, 2015).

Além da atividade antimicrobiana, é importante também a avaliagdo de
Jioterdpicos sobre as células, objetivando avaliar suas propriedades de
“ocompatibilidade. Desta forma, neste presente estudo foi observado que a
sssociagdo da matriz de hidrogel com o extrato de barbatimio promoveu uma
212 proliferagdo de macréfagos (RAW 264.7), maior que 100% em todas as
-oncentragdes testadas. Somente a matriz de hidrogel também foi capaz de
aduzir alta proliferagdo celular e as concentragdes isoladas do extrato de
tarbatimio também ndo foram citotéxicas para as células.

Em contrapartida, o antibidtico ciprofloxacino que apresentou alta
atividade antimicrobiana, foi citotéxico para as células, exibindo diminui¢io da
proliferagdo celular. |

Neste estudo, a genotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio de
micronucleos, e os resultados demonstraram que néo houve genotoxicidade dos
grupos contendo o extrato de barbatimdo. Em concordéncia, Santos Filho et al.

2011) avaliaram as propriedades antigenotdxicas e antioxidantes do extrato
2quoso e etanolico do barbatiméo, demonstrando que tanto o extrato aquoso
quanto o etanolico possuem atividade antioxidante e promoveram a inibigdo da
genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida pela diminui¢do significativa da
formacdo de micronicleos. Ainda o extrato aquoso inibiu o dano ao DNA,
concluindo que os efeitos benéficos do extrato de barbatiméo sugerem sua agfo
-omo anticancerigeno. Costa MA et al. (2010) avaliaram a atividade mutagénica
do extrato de barbatimdo por meio do ensaio de micronticleos. Grupos de dez
animais foram tratados por via oral com 750, 1500, 2250 mg/kg do extrato de

barbatimdo e o controle positivo com ciclofosfamida, ap6s 24 horas do
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tratamento, os animais foram sacrificados e foram extraidos os eritrécitos para a
realizagio do ensaio de micronucleo. Os resultados mostram que ndo houve
efeito mutagénico em células da medula éssea de camundongos e que o
fitoterapico apresentou efeito antimutagénico na dose de 750 mg/kg.

No presente estudo, foi verificado que o antibiético ciprofloxacino foi
genotoxico para as células, demonstrando seu potencial mutagénico e desta
maneira deve ser utilizado com cautela.

Diante deste exposto € importante novas pesquisas que avaliem a
atividade antimicrobiana do extrato de barbatimdo utilizando mais
concentragoes e diferentes micro-organismos.

As limitagdes deste estudo sfio que os resultados in vitro podem nio
refletir o que aconteceria em situagdes in vivo, no entanto pode servir de um
parametro inicial. Além disso, os extratos fitoterapicos podem sofrer variacio
quimica quantitativa e qualitativa as quais podem ocorrer diante de fatores que
implicam sua colheita, diferentes formas de extragdo e as diferentes partes
utilizadas da planta. A dificuldade na padronizagiio dos componentes do extrato
natural pode influenciar diretamente na atividade biolégica podendo gerar
diferentes resultados.

Ainda, cabe salientar que a associagdo da matriz de hidrogel com o
extrato de Stryphnodendron barbatiman, demostrou in vitro um resultado
excelente com relagdo a viabilidade celular, sugerindo pesquisas futuras para

confirmaciio de uma possivel agfio na proliferagio celular e regeneragfio

tecidual.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato de barbatimdo associado ou ndo a matriz de
hidrogel apresentou uma baixa atividade antimicrobiana sobre E. faecalis. Em
contrapartida, esta associagdo causou alta proliferagdo de macréfagos ¢ ndo

apresentou potencial genotoxico.
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