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RESUMO

As espécies Agave sisalana (sisal) e Punica granatum (romd) sdo ricas em saponinas,
metabolitos secundarios com relevantes atividades terapéuticas, entre elas a anti-inflamatoria.
O Brasil € o maior produtor de sisal, porém, 95% do peso de sua folha € desprezado ap6s a
retirada das fibras. A casca da roma também é um residuo produzido em abundancia em
territorio brasileiro. Assim, buscando suprir a demanda por anti-inflamatérios eficazes e
seguros nos tratamentos odontoldgicos, em especial da mucosite, o presente estudo objetivou
desenvolver um gel mucoadesivo, de uso topico, contendo a associagdo dos extratos dos
residuos do sisal (RS) e da roméd (RR). Para isso, foram realizados 0s seguintes estudos in
vitro dos extratos isolados e associados, assim como, da formulacdo resultante: i) fitoquimicos
(dosagem de saponinas totais); ii) citotoxicidade (MTT) e iii) farmacoldgicos - atividade anti-
inflamatoria (fagocitose, espraiamento de macréfagos e estabilidade de membrana). Os
resultados fitoquimicos mostraram as seguintes concentracGes de saponinas, expressas em
grama de saponinas por 100 gramas de extrato seco: RS — 29.91 £ 0.33; RR — 15.83 £ 0.93;
Associacdo (A) — 22.99 £ 0.01; Gel Base (G1) — 0.00 + 0.00 e Gel Associacdo (G2) — 0.52 +
0.05. No teste do MTT para os extratos isolados os valores das concentragcGes letais medianas
(ng/mL) foram de 3757.00 para o RS e de 2064.91 para 0 RR. Para a A e o G2 foi verificada
auséncia de citotoxicidade e aumento da viabilidade celular em funcdo do tempo de
tratamento. Nos trés testes anti-inflamatorios os resultados obtidos com o RS, RR e A
comprovaram esta atividade bioldgica. O G2 apresentou efeito anti-inflamatdrio semelhante
ao do medicamento dexametasona. Desta forma, o gel contendo RS e RR (G2) se apresenta
como um candidato em potencial para o desenvolvimento e introducdo de um novo
fitoterapico anti-inflamatorio na terapéutica medicamentosa em odontologia e podera agregar
valor econdmico, social e ambiental aos residuos que sao desprezados no Brasil.

Palavras-chave: Biomassa, Saponinas, Terapéutica.



ABSTRACT

The species Agave sisalana (sisal) and Punica granatum (pomegranate) are rich in saponins,
secondary metabolites with relevant therapeutic activities, including anti-inflammatory
activity. Brazil is the largest producer of sisal, however, 95% of its leaf weight is discarded
after the fibers are removed. Pomegranate peel is also a waste produced in abundance in
Brazil. Thus, considering the demand for effective and safe anti-inflammatories in dental
treatments, especially mucositis, the present study aimed to develop a mucoadhesive gel, for
topical use, containing the association of sisal (RS) and pomegranate residue extracts (RR). In
addition, the in vitro studies were carried out with isolated and associated extracts, as well as
a gel formulation containing both RS and RR, following: i) phytochemicals analysis (dosage
of total saponins); ii) cytotoxicity (MTT) and iii) anti-inflammatory activity (phagocytosis,
macrophage spreading and membrane stability). The phytochemical results showed the
following saponin concentrations, expressed in grams of saponins per 100 grams of dry
extract: RS - 29.91 + 033; RR - 15.83 + 0.93; Association (A) - 22.99 £ 0.01; Gel Base (G1) -
0.00 = 0.00 and Association Gel (G2) - 0.52 + 0.05. In the MTT test for isolated extracts,
median lethal concentration values (ug/mL) were 3757.00 for RS and 2064.91 for RR. Then,
A and GA, there was not cytotoxicity and an increase in cell viability as a function of
treatment time. In the three anti-inflammatory tests, the results obtained with RS, RR and A
confirmed this biological activity. G2 showed an anti-inflammatory effect similar to
dexamethasone. Furthermore, the gel containing RS and RR (G2) presents itself as a potential
candidate for the development and introduction of a new anti-inflammatory herbal medicine
in dentistry and may add economic, social and environmental value to waste that is discarded
in Brazil.

Keywords: Biomass, Saponins, Therapeutics
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1. Introdugéo

A inflamacéo € uma reacdo natural de protecdo do organismo contra danos endogenos
e exogenos, tais como: lesdes teciduais, trauma, infeccles, reacdes imunologicas e necrose
tecidual, de modo que € sustentada por cinco pilares, sendo eles: edema, calor, rubor, dor e
perda da funcdo (Arulselvan et al., 2016). Diversas células do sistema imunologico participam
de forma ativa nos processos inflamatorios, dentre elas os macrofagos. Estes sdo conhecidos
como fagdcitos, intimamente ligados a imunidade inata e responsaveis pela producdo, em
conjunto com outros leucdcitos, de mediadores quimicos que promovem a cascata
inflamatoria e o reparo do dano gerado (Cebenelli, 2019).

Porém, quando a resposta inflamatdria ocorre de forma exacerbada e impropria ao
invés de sanar o dano que a deu origem ela promove no organismo novas lesdes. Um exemplo
claro é o que acontece na mucosite oral (Figueiredo et al., 2013). Esta doenga é resultante de
uma cascata complexa de eventos frequentemente provenientes da toxicidade ocasionada pelo
uso por agentes antineoplasicos e da radioterapia na regido de cabeca e pescoco (Al-Azri et
al., 2015). Trata-se de uma resposta inflamatéria gerada, mediada por espécies reativas de
oxigénio (EROs), citocinas pro-inflamatorias, interleucina-1, interleucina-11 e interleucina-6,
que causa lesdo nas células da mucosa, reduzindo a espessura epitelial. Essa alteracdo resulta
em Ulceras que ndo ficam restritas somente ao epitélio, mas envolvem células da mucosa oral
e componentes da matriz extracelular no tecido conjuntivo (Gomes et al., 2018)

Assim, quando exacerbada, quanto aos sinais e sintomas, a resposta inflamatoria
necessita ser tratada com o uso de anti-inflamatérios. Os anti-inflamat6rios ndo esteroides
(AINEs), representam no mundo o principal tratamento da inflamag&o, dor e febre. Todavia,
os AINEs, em sua maioria, por ndo apresentarem total especificidade em relagédo a enzima
ciclooxigenase 2 (COX-2), também inibem a enzima ciclooxigenase 1 (COX-1) e com isso,
promovem varios efeitos adversos (Walker, 2019). Ademais, o emprego indiscriminado desta
classe farmacologica, que pode ser facilmente adquirida sem apresentacdo de prescricdo
médica, gera um importante fator de risco a salde de individuos que se automedicam (Radi;
Khan, 2019).

Na busca por tratamentos medicamentosos alternativos que apresentem efetiva
atividade anti-inflamatoria e auséncia dos efeitos adversos gerados pelos AINES, destacam-se
as pesquisas farmacoldgicas com plantas medicinais. Os efeitos terapéuticos das plantas
podem ser atribuidos a presenca de diferentes metabolitos secundarios presentes nas espécies

vegetais (Im, 2020). Assim, as saponinas representam uma importante classe de metabolitos



11

secundarios que apresentam relevantes atividades bioldgicas, como atividade hemolitica,
molusquicida, anti-helmintica, espermicida, hipocolesterolemiante e anti-inflamatéria
(Dunder et al. 2010; Dunder et al., 2013; Araldi et al., 2018; Viel et al., 2016; Zhu et al.,
2017). Além disso, as saponinas esteroidais sdo utilizadas na industria de esteroides como
matéria-prima para sintese de anti-inflamatérios corticosteroides (Hashim et al., 2014) e
plantas ricas em saponinas sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento da
inflamacao (Silva, 2014).

Espécies ricas em saponinas podem ser largamente encontradas no Brasil, como é o
caso da Agave sisalana (sisal) (Dunder, 2013) e da Punica granatum (roméd) (Viera, 2014). O
Brasil € o maior produtor de sisal e exportador de sua fibra dura, entretanto, a fibra presente
na folha de sisal corresponde a aproximadamente 4% do seu peso e todo o residuo vegetal
restante rico em saponinas é desprezado (Araldi, 2018; Viel, 2016; Dunder, 2013). A casca da
romd também € um residuo produzido em abundancia em territério brasileiro e estudos
cientificos realizados in vitro e in vivo, com as diferentes partes desta espécie, relatam suas
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias, em decorréncia de seus metabolitos
secundarios, particularmente de saponinas (Viera, 2014).

Diante dessas premissas, visando o desenvolvimento de um novo anti-inflamatério, de
uso tépico, a partir dos residuos vegetais de duas plantas ricas em saponinas, esta pesquisa
avaliou, por meio de estudos fitoquimicos, farmacol6gicos e toxicol6gicos in vitro, 0s extratos
desenvolvidos a partir dos residuos do sisal e da roma, de forma isolada e associada, bem
como de um gel mucoadesivo contendo a associacdo dos extratos. Além da importancia de um
novo anti-inflamatdrio nos tratamentos odontol6gicos, vale destacar que o aproveitamento de
residuos vegetais para o desenvolvimento de fitoterapicos pode constituir em uma importante
pratica para a promocdo econémica e social de trabalhadores pertencentes a regides

fragilizadas do pais.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal

As folhas do sisal (Agave sisalana) foram obtidas por meio do cultivo realizado na
Faculdade de Ciéncias e Letras — Unesp - Campus Assis. Municipio: Assis. Latitude: 22° 39"
0.42' S, Longitude: 50° 24" 0.44' W. Estado de S&o Paulo. Brasil. A espécie foi identificada
como Agave sisalana no herbario assisense (HASSI) localizado na Universidade Estadual de

Sédo Paulo, campus Assis, Estado de Sao Paulo, sendo o voucher depositado no numero: 2597.
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A casca da roma (Punica granatum), j& desidratada, triturada e esterilizada, foi obtida
em lote Unico da Companhia Santos Flora (Santos Flora Com. De Ervas, Mairipord, SP —
Brasil).

O uso do sisal e da romd foi regulamentado pelo Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) por meio do
protocolo do Projeto CAPES Print Unesp: Explorando Abordagens Multidisciplinares para o
Desenvolvimento de Produtos Fitoterapicos sob o nimero de certiddo de registro: A1266B4.

2.2 Preparo do extrato

Para o preparo do extrato do sisal foi utilizada a metodologia descrita por Dunder et al.
2013, com algumas adaptacdes. Inicialmente a mucilagem composta por residuos solidos e
liquidos, resultante do processo de desfibramento das folhas de sisal, foi prensada e o residuo
liquido obtido ap6s filtracdo foi denominado suco do sisal. Em seguida, a partir desse suco, o
extrato do residuo do sisal (RS) foi preparado por meio da seguinte metodologia: (1) hidrdlise
acida com aquecimento do suco em autoclave a 120 °C por 60 min, com acido cloridrico 30%
(Synth, SP, Brasil); (2) centrifugacdo da solucdo a 4000 rpm por 20 min, para obtencdo do
contetdo precipitado; (3) neutralizacdo do precipitado com hidréxido de sédio 5% (Exodus,
SP, Brasil), (4) liofilizacdo do precipitado. A hidrdlise bésica foi realizada de acordo com
Haas (2015) para aumentar a solubilidade do extrato em agua; (5) do precipitado seco, 10
gramas foram dissolvidos em 100 mL de hidroxido de sédio a 5% (Anidrol, Diadema, SP,
Brasil); (6) a solucéo foi agitada por 1 hora, filtrada a vacuo (Fisatom, modelo 803, S&o
Paulo, SP, Brasil); (7) a substancia liquida foi neutralizada com acido acético 0,1 Molar
(Synth, SP, Brasil); E (8) a fracdo liquida filtrada obtida do extrato foi liofilizada e
armazenada a 4 °C (Figura 1).

Para o preparo do extrato do residuo da roma (RR) (Figura 2) 10 g do pé de cascas de
roméds foram submetidos ao processo de maceracdo com 30 mL de etanol a 70 °G, por 24 h,
sequido por filtracdo. Este processo de extracdo por maceracédo foi repetido por 5 vezes, com
o residuo sélido proveniente de cada filtracdo, até que nédo foi possivel observar a presenca de
solidos solUveis no extrato. Os volumes resultantes dessas 5 extragfes foram reunidos e
concentrados em rotoevaporador a 60 °C, até obtencdo do extrato mole. Esse extrato foi
preparado na propor¢cdo de 30:70 (p/v) em propilenoglicol PA (Synth, SP, Brasil),
posteriormente mantido em banho-maria a 40 °C, sob agitacdo até completa homogeneizacdo
(Curti, 2020).



Figura 1. Preparo do extrato do residuo do sisal
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 2. Preparo do extrato do residuo da roma.
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De
3. Rowevaporador sob pressio reduzida . \ .
e temperatura controlada de 60°C até . 4
obtengéo do extrato mole. ‘ "‘»

4. Extrato mole foi adicionado o
propilenoglicol e esta solugao foi \
mantida banho-maria a 40°C sob

agitagio até completa homogeneizagio. l'

5. Extrato Glicolico 30% Romi .

Fonte: Autora, 2022.

2.3 Associacdo dos extratos do residuo da roma e do sisal

Com o objetivo de potencializar os efeitos isolados dos extratos de residuos de sisal e
romé, eles foram associados (A). As concentracOes de cada extrato utilizado na associacéo
correspondem aos valores de Dose Efetiva 50 (DE50) obtidos no ensaio de Fagocitose (ltem
2.6.4), ou seja, os extratos foram associados nas concentracfes de 600 pug do RS e 600 ug do

RR por mL de solucéo.

2.4 Preparo do gel mucoadesivo

Para o preparo da formulacéo, foi utilizado o carboximetil sddico (Exodo, SP, Brasil) a
1,6% (m/v), glicerina (Synth, SP, Brasil) 1,2% (m/v), metilparabeno (Synth, SP, Brasil) a
0,1% (m/v) e trietanolamina (Sigma, SP, Brasil) 1,4% (m/v) como corretor de pH. Durante a
preparacdo, todos os reagentes foram dissolvidos em agua e a solucdo foi agitada até obter
uma formulacdo em forma de gel. A formulagdo permaneceu em repouso por 24 h. Apos esse
tempo, a formulacdo foi agitada novamente e a associacdo dos extratos de roma e sisal foi

adicionada nas concentracGes de 0,6% do RS e 0,6% do RR (Figura 3).
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Figura 3. Gel base (G1) e gel mucoadesivo com a associacdo dos extratos nas concentragoes
de 0,6% do RS e 0,6% do RR (G2).

Gel Base Gel 0.6%

Fonte: Autora, 2022.

2.5 Determinacéao de saponinas totais

O teor de saponinas foi medido de acordo com Hiai et al. (1976). Em um tubo de
ensaio foram pipetados 0,25 mL de extrato isolado (RS ou RR) ou extratos combinados (A)
na mesma proporcédo, 0,25 mL de reagente vanilina 10% (m/v) e 2,5 mL de H,SO4 72% (v/v),
em banho de gelo a 4 °C. Apds, a mistura foi aquecida em banho-maria por 10 min a 60 °C
eposteriormente resfriada. A absorbancia da mistura foi medida a um comprimento de onda
de 544 nm. Saponina Equijala (Sigma Aldrich cas 8047152) foi usada como padrdo de
referéncia e analise expressa em grama equivalente do padrdo saponina em 100 gramas de
extrato seco. Além disso, também foram avaliadas as concentragbes de saponinas na
formulacdo base do gel (G1) e na formulagéo base contendo a associa¢do dos dois extratos
(G2). O resultado foi expresso na concentracdo de saponinas equivalente do padrdo para 100
gramas de gel. Considerando que cada grama do gel contém 0,006 g de cada extrato (Figura
4).

Figura 5. Método de quantificacdo de saponinas
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Fonte: Autora, 2022.

2.6 Determinacdo da citotoxicidade pelo MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide]

O ensaio de citotoxicidade do MTT foi realizado conforme descrito por Mosmann
(1983) com algumas modificagdes (Tsuboy et al., 2010). Para este ensaio, fibroblastos de
camundongos de origem dérmica saudavel (NIH/3T3, ATCC® CRL-1658™) foram
inoculados em placas de microtitulacdo de 96 pogos e incubados em meio de cultura por um
periodo de 24 h a 37°C, 5% CO,. Apds uma confluéncia de aproximadamente 75% (24 h),
essas células foram expostas a cinco concentragdes diferentes de RS e RR (100 pg/mL, 200
png/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL e 1600 pg/mL), A (600 pg/mL RS e 600 pg/mL
RR), G (sem os ativos) e GA (600 pg/mL RS e 600 pg/mL RR), ao controle negativo
(solucéo fisiologica) e ao controle positivo (2% (v/v) Tween 80). O tempo de tratamento foi
de 24 h, 48 h e 72 h (Figura 6). No tempo de 72 horas de acordo com a ISO 10993-5:2009, as
cinco concentragcdes de RS e RR foram utilizadas para calcular a concentracéo letal mediana
(CL50). A CL50 representa a concentragdo de cada extrato necesséria para causar a

mortalidade da metade das células vivas de fibroblastos.



Figura 6. Metodologia do ensaio de citotoxicidade do MTT

1 — o
Overnight
) Retirada dos 100 uL da
1. Suspensdo celular ¢ suspensdo celular
2.10° de células/mL
100 uL de suspensdo celular 20 uL de tratamentos
180 uL de meio de cultura
24, 48, 74 horas

incubag@o
Retirada dos 200 uL de
tratamentos

P
4 horas
Retirada dos 100 uL da
. solugdo de MTT 0,5 mg/mL

PCOOBBE O

100 uL. DMSO 100 uL solugio de MTT 0,5 mg/mL

540 nM
Created in BioRender.com bio

Fonte: Autora, 2022.

2.7 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro

2.7.1 Delineamento experimental
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Para avaliar a atividade anti-inflamatoria dos extratos de sisal (RS) e romad (RR),

foram utilizadas quatro concentracdes (200 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL e 2000 pg/mL).

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria da associacao dos extratos do residuo de sisal e roma

(A) foram utilizados 600 pg/mL de RS e 600 pg/mL de RR. As concentragdes utilizadas na

formulacdo do gel contendo a associagéo de extratos de sisal e romé (G2), foram de 600 pg de

RS e 600 pg de RR por grama de gel. A dexametasona (100 pg/g - Merck) foi usada como

controle positivo. Solucéo salina (NaCl 0,9%) e gel de base (G1) como controles negativos.

2.7.2 Cultura Celular

Macrofagos murinos da linhagem imortalizada Raw 264.7 (ATCC TIB-71) foram

descongelados e cultivados em um frasco de cultura de células com meio de cultura Dulbecco
Modified Eagle Medium Ham's F-12 (Sigma, S&o Paulo, Brasil) a 37 °C, 5% de CO,. A

eficacia anti-inflamatoria e o ensaio de citotoxicidade foram realizados quando a cultura

atingiu cerca de 70-80% de confluéncia (Figura 7).
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Figura 7. Cultura Celular RAW 264 e Fibroblastos NIH3T3
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Fonte: Autora, 2022.

2.7.3 Selecdo de macrofagos

As células foram desaderidas usando um raspador de células, contadas na camara de
Neubauer e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspensas em meio de cultura para atingir a concentragdo desejada para

cada experimento.

2.7.4 Fagocitose

O ensaio foi realizado seguindo o método descrito por Azedo et al. (2011) com poucas
modificacbes. Uma vez que as laminas estavam prontas, foram lidas em triplicata em
microscopio optico com aumento de 400 X, realizando uma contagem total de 100 células
(Figura 7).

A inibicdo da fagocitose (IP) foi calculada usando a seguinte equacao:

IP (%) = 2251 % 100 (1)

Eo
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Onde: Eo representa o valor médio do nimero de células no grupo controle negativo
que fagocitaram as particulas de Zymosan; E+ representa o valor médio do nimero de células

dos grupos tratados que fagocitaram as particulas de Zymosan.

Figura 8. Fagocitose em lamina
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Fonte: Autora, 2022.

2.7.5 Espraiamento de macréfagos

Para o ensaio de espraiamento de macréfagos foi empregado o método descrito por
Basto et al. (2012). Com as laminas prontas, foram lidas em triplicadas em microscopio
optico com aumento de 400 X, totalizando 100 células (Figura 8).

A inibicdo de espraiamento (IE) foi calculada usando a seguinte equacéo:

IS (%) = 22T % 100 (2)

Ey

Onde E, representa o valor médio do nimero de células espalhadas no grupo controle

negativo; Et representa o valor médio do nimero de células espalhadas nos grupos tratados.

Figura 8. Espraiamento
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2.7.6 Estabilizacdo de Membrana

L
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Para a avaliacdo da estabilizacdo da membrana de heméacias humanas (HRBC) foi

empregado o método proposto por Ananthi e Chitra (2013), com algumas modificacGes. A

reacao teste foi realizada com a adicdo de 2 mL de solucdo hipossalina (NaCl 0,18%) para

induzir hemélise, 1 mL de tampdo fosfato de sdédio (0,1 M, pH 7.4), 1 mL das amostras

analisadas e 0,5 mL de solucdo de HRBC. O teor de hemoglobina na suspensédo foi estimado

usando um espectrofotbmetro (KASVI) a 560 nm (Figura 9).

A porcentagem de protecdo das hemaécias foi calculada usando a seguinte equacao:

Protecéo (%) = % x 100 (3)
0

Onde E, representa o valor médio de absorbancia do grupo controle negativo; Et

representa o valor médio de absorbancia nos grupos tratados.

Figura 9. Estabilizacdo de membrana
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Fonte: Autora, 2022.

2.8 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 7. A

analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias foi realizada de acordo com o protocolo

experimental, seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey. Para todas as analises um

valor de p <0,05 foi considerado significativo.



23

3. Resultados

3.1 Saponinas totais

Conforme apresentado na Tabela 1, na andlise dos extratos isolados foi constatado a
presenca de saponinas em RR, RS, A e G2, ao contrario de G1 ndo apresentou presenca de

saponinas.

Tabela 1. Dosagem em gramas de saponinas totais presentes em 100 gramas de extrato seco
de RR e RS, extratos em associagdo (A) e formulagdes G e GA em 100 gramas do gel.

Amostras Saponinas Totais (g/100g)
Extrato RR 15.83 + 0.93
Extrato RS 29.91 +0.33

Extrato A 22.99 + 0.01

Formulacéo G1 0.00 £ 0.00
Formulacédo G2 0.52 £ 0.05

3.2 Viabilidade celular

A Figura 10A apresenta a viabilidade celular apresentada para 0 RS nos intervalos de
tempo de 24, 48 e 72 h. As concentragdes de 100 pg/mL (92.95 + 0.03%, 109.46 + 0.31% e
130.14 + 0.28%) e 200 pg/mL (88.90 £ 0.63%, 96.06 = 0.31% e 114.90 + 0.28%)
promoveram viabilidade celular crescente em funcdo do tempo. Os tratamentos e o controle
positivo (CP) apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (CN), p
<0.05. Com excecao da concentracdo de 1600 pg/mL (66.56 + 0.31%, 32.86 + 0.31% e 31.76
+ 0.13%), todas as concentragdes testadas apresentaram uma viabilidade celular superior a
70%.

A viabilidade celular apresentada para o RR nos intervalos de tempo de 24, 48 e 72 h
estd disposta na Figura 10B. Em semelhanca ao que ocorreu com RS, os tratamentos e o
controle positivo (CP) apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo
(CN), p < 0.05. Ademais, pode-se constatar que as concentrag0es de 800 pg/mL e 1600
png/mL, nos intervalos de 48 e 72 h, apresentaram viabilidade celular inferior a 70% (49.31 £
0.19%, 53.91 + 0.19% e 31.30 + 0.81%, 23.65 + 1.55%, respectivamente), ndo promovendo
proliferacdo fibroblastica.

Ainda no MTT, por meio de regresséo linear, estabeleceu-se o valor de CL50 para 0s
extratos isolados no tempo de 72 h. A partir dos dados coletados as retas foram obtidas por
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meio das seguintes equagdes: RS (Y= 0.11+177.05) e RR (Y= 0.05+165.01). Foram obtidas
as concentracgdes de 3757.00 pg/mL para o RS e de 2064.91 pg/mL para o RR.

A Figura 10C apresenta os resultados obtidos para associacdo dos extratos (A) nos
intervalos de tempo de 24, 48 e 72 h para a concentracdo de 600 pg/mL de ambos os extratos
(116.93 £ 0.05%, 209.61 = 0.05% e 249.79 = 0.02%, respectivamente). Verificou-se a
existéncia de diferenca significativa para o tratamento e CP em relagdo a CN (p <0.05).
Ademais, a taxa de proliferacdo celular foi superior ao CN (100.00 £ 0.13%, 147.32 + 0.44%
e 148.12 + 4.96%), demonstrando assim, que A é um potente estimulador de ciclo celular
fibroblastico.

Ja a Figura 10D apresenta a taxa de viabilidade celular decorrente do tratamento com o
gel base (G1) e com o gel contendo a associacdo dos extratos (G2). Ambas as formulacdes
apresentaram diferenca significativa comparada ao CN (p <0,05). A formulacdo G1
apresentou viabilidade celular acima de 70% em 24, 48 e 72 h (99.45 + 0.11%, 83.29 £ 0.21%
e 118.58 * 0.16%, respectivamente). Para o G2, a viabilidade celular foi crescente nos
intervalos de tempo analisados (116.93 + 0.05% para 24 h, 183.94 + 0.32% para 48 h e 187.10
+ 0.11% para 72 h), assim como superior a do CN (100.00 £ 0.13% para 24 h, 147.32 +
0.44% para 48 h, 148.12 + 4.96% para 72 h).

Figura 10. Média + DP dos valores em % referente a taxa de viabilidade celular em
fibroblastos NIH 3T3 nos diferentes tempos de avaliacdo (24, 48 e 72 h) ap06s a realizacdo dos
seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Tween 80 a 2% - controle positivo
(CP); extrato do residuo do sisal (RS) e extrato do residuo da romd (RR) (Figuras A e B,
respectivamente) nas concentragfes de 100, 200, 400, 800 e 1600 pg/mL; extrato associado
(A) contendo RS e RR, cada um na concentracdo de 600 pg/mL (Figura C) e formulagdes G1
(base) e G2 contendo RS e RR nas concentracoes de 0,6% (Figura D). O asterisco (*) indica

diferenga significativa em relagéo ao grupo CN (p <0.05).
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3.3 Fagocitose
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Os resultados de inibicdo da fagocitose (IF) do RS estdo apresentados na Figura 11 A.

Este extrato inibiu a fagocitose em 58.26 + 0.88% na concentracdo de 200 pg/mL, 59.80 +
0.58% em 500 pg/mL, 88.85 + 1.01% em 1000 pg/mL e 96.28 + 0.58% em 2000 pg/mL. A
dexametasona na concentracdo de 50 pg/mL usada como controle positivo (CP), inibiu a

fagocitose em 95.61 + 0.58%. Todas as concentragdes de RS apresentaram diferenca

significativa em relagdo ao CN e CP (p <0.05). As concentracdes de 200 e 500 pg/mL néo

apresentaram diferenca significativa entre si (p <0.05), ja a concentracdo de 2000 pg/mL

apresentou diferenca estatistica das trés concentracdes testadas (200, 500 e 1000 pg/mL) do

RS (p < 0.05).
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Para RR, 0s resultados estdo apresentados na Figura 11B. E possivel observar que RR
inibiu a fagocitose em 34.50 £+ 1.07% na concentra¢do de 200 pg/mL, 68.58 + 1.75% em 500
pg/mL, 70.27 + 1.55% em 1000 pg/mL e 73.65 £ 1.75% em 2000 pg/mL. Em todas as
concentracdes RR diferiram do CN e CP, de forma significativa (p < 0.05). A concentracdo de
200 pg/mL apresentou diferenga significativa das trés concentragdes ensaiadas de RR (500,
1000 e 2000 pg/mL). Ja as concentracdes de 500, 1000 e 2000 pg/mL ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p <0.05).

A partir dos resultados obtidos com os extratos isolados no teste da fagocitose, foi
possivel calcular a dose efetiva 50 (DE50) para cada extrato. A DE50 para o RS foi de 460
pg/mL (equagdo da reta y = 22.767x + 54.739; R?= 0.839) e a DE50 para o RR foi de 596
pug/mL (equacdo da reta: y = 16.215x + 46.752; R2 = 0.4894). Devido a pequena diferenca
entre os valores obtidos de DE50 para os dois extratos e objetivando padronizar as
concentra¢fes em um unico valor, foi definida para a associacdo (A) a concentracdo de 600
pHg/mL para 0 RS e para 0 RR. Em seguida, a eficiéncia da A foi analisada, gerando uma
inibicdo da fagocitose em 90.54 *+ 1.55%, valor préximo ao obtido por RS isolado na
concentracdo de 2000 ug/mL (96.28%) e pelo CP isolado na mesma concentracao (95.60%).
O extrato associado e o CP diferiram do CN, de forma significativa e ndo diferiram entre si, (p
< 0.05), conforme descrito na Figura 11C.

A Figura 11D mostra que a inclusdo dos extratos associados em uma formulacdo na
forma de gel (G2) promoveu uma inibicdo de 89.86 + 3.04% da fagocitose. O gel contendo o
extrato associado, o gel base e o gel contendo a dexametasona (50 pg/mL), apresentaram
diferenga significativa de CN (p < 0,05). Entretanto, o gel contendo o extrato associado e 0

gel contendo a dexametasona ndo apresentaram diferenca significativa entre si.

Figura 11. Media = DP dos valores em % referente a inibicdo da fagocitose em macréfago
RAW 264 ap6s os seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 50
pg/mL - controle positivo (CP); extrato do residuo do sisal (RS) e extrato do residuo da roméa
(RR) (Figuras A e B, respectivamente) nas concentracdes de 200, 500, 1000 e 2000 pg/mL;
extrato associado contendo RS e RR, cada um na concentragéo de 600 pg/mL (Figura C) e
formulagdes G1 (base) e G2 contendo RS e RR cada um na concentracgdo de 0,6% (Figura D).
A diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre 0s grupos experimentais pode ser

observada pelas letras diferentes sobrescritas (a, b, ¢ e d), (n = 3), ANOVA seguida de Tukey.
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3.4 Espraiamento

A Figura 12 apresenta as células espraiadas (E) no CN e células ndo espraiadas (NE)
apos tratamento com RS. Por meio da contagem de células em todas as laminas calculou-se a
porcentagem de inibicdo do espraiamento resultante dos tratamentos. O RS isolado promoveu
inibicdes em diferentes concentragdes: 200 pg/mL — 93.66 + 0.58%, 500 pg/mL — 92.83 +
1.00%, 1000 pg/mL — 96.41 + 1.00% e 2000 pg/mL — 97.25 + 0.58%. O CP inibiu o
espraiamento em 92.03 = 3.05%. O extrato em todas as concentracGes analisadas e o CP
apresentaram diferenca significativa em relacgdo a CN e ndo apresentaram diferenca

significativa quando comparados entre si (p < 0.05).

Figura 12. Médias + DP dos valores em % da inibicdo do espraiamento em macrofago RAW
264 apdbs os seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 50 pg/mL
- controle positivo (CP) e extrato isolado do residuo do sisal (RS) nas concentra¢@es de 200,
500, 1000 e 2000 pg/mL. A diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre os grupos

experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas (a e b), (n = 3), ANOVA
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O RR isolado (Figura 13) também promoveu inibicdes em diferentes concentracdes:
200 pg/mL — 47.41 + 4.20%, 500 pg/mL — 50.00 + 2.33%, 1000 pg/mL — 82.07 £ 2.64% e
2000 pg/mL — 88.04 = 2.64%. O CP inibiu o espraiamento em 92.03 + 3.05%. O extrato em
todas as concentragOes analisadas apresentou diferenga significativa em relacdo a CN e CP (p
< 0.05). As concentragdes de 200 e 500 pg/mL néo apresentaram diferenca significativa entre
si, entretanto, apresentaram diferenca significativa das concentra¢tes de 1000 pg/mL e 2000

pg/mL (p<0.05).

Figura 13. Médias = DP dos valores em % da inibi¢do do espraiamento em macréfago RAW
264 apds os seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 50 pug/mL
- controle positivo (CP) e extrato isolado do residuo da roma (PR) nas concentrac¢des de 200,
500, 1000 e 2000 pg/mL. A diferenca estatistica significativa (p <0,05) entre os grupos

experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas (a, b, ¢ e d), (n = 3),
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ANOVA seguida de Tukey.
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A Figura 14 apresenta células espraiadas no CN e G e das células ndo espraiadas em A
e GA. E possivel observar ainda a inibicdo do espraiamento em macréfagos. O extrato
associado promoveu 94.42 + 1.53% de inibicdo. Para as formulacGes somente o G2 inibiu o
espraiamento em 94.44 + 2.08. O G1 e CN néo foram capazes de promover inibi¢gdo. O
extrato associado apresentou diferenga significativa em relagcdo ao CN (p <0.05), mas ndo em
relacdo ao CP. O G2 apresentou diferenca significativa em relacdo ao CN e G1 (p <0.05), mas

néo em relacéo ao CP.

Figura 14. Médias + DP dos valores em % da inibicdo do espraiamento em macrofago RAW
264 apds os seguintes tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 50 pug/mL
- controle positivo (CP); extrato associado contendo extratos dos residuos do sisal (RS) e da
romd (RR), cada um na concentracdo de 600 pg/mL e formulagcbes G1 (base) e G2 contendo
RS e RR nas concentracdes de 0,6%. A diferenca estatistica significativa (p <0.05) entre os
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas (a e b), (n = 3),
ANOVA seguida de Tukey.
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3.5 Estabilizacdo de membrana

A Figura 15A demonstra que o CP sendo um corticoide padrdo (dexametasona) na
concentracdo de 50 pg/mL promoveu 98.39 + 0.53% de protecdo contra a hemdlise. Os
tratamentos com o RS promoveram protecdo em diferentes concentrac@es: 200 pg/mL — 68.74
+ 0.08%, 500 pg/mL — 79.99 + 0.49%, 1000 pg/mL — 93.00 + 1.32% e 2000 pg/mL —95.00 +
1.81%. Todas os tratamentos apresentaram diferenca significativa em relacdo a CN e CP
(p<0.05). As concentrac¢des de 200 e 500 pg/mL néo apresentaram diferenca significativa das
concentragdes de 1000 e 2000 pg/mL (p <0.05).

Os tratamentos com RR, apresentados na Figura 15B, também demonstraram atividade
anti-hemolitica nas concentragcdes de 200 pg/mL — 95.13 + 0.15%, 500 pg/mL — 93.61 +
0.08%, 1000 pg/mL — 87.19 + 0.14% e 2000 pg/mL — 82.84 + 0.14%. Todas os tratamentos
apresentaram diferenca significativa em relagdo a CN (p<0.05). As concentragdes de 200 e

500 pg/mL ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a CP (p <0.05). Ja as
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concentracdes de 1000 e 2000 pug/mL apresentaram diferenca significativa em relacdo a CP e
das concentraces citadas anteriormente (p <0.05).

A Figura 15C mostra que a associacdo dos extratos foi capaz de inibir 92.25 + 0.41%
da hemolise e entre as formulagdes analisadas, apresentadas na Figura 15D, o G1 foi capaz de
inibir 31.00 + 1.61% da hemolise e 0 G2 conferiu protecdo de 81.64 + 0.66%. O extrato
associado apresentou diferenca significativa em relagdo a CN e ndo em relacdo a CP (p <
0.05). As formulacgdes analisadas apresentaram diferencas significativas em relacdo a CN e
CP (p <0.05).

Figura 15. Médias + DP dos valores em % da Inibicdo da hemolise apds os seguintes
tratamentos: salina - controle negativo (CN); Dexametasona 50 pug/mL - controle positivo
(CP); extratos isolados dos residuos do sisal (RS) e da romd (RR) (Figuras A e B,
respectivamente) nas concentra¢fes de 200, 500, 1000 e 2000 pg/mL; extrato associado
contendo RS e RR, cada um na concentracdo de 600 pg/mL (Figura C) e formulagbes G1
(base) e G2 contendo RS e RR cada um na concentracdo de 0,6% (Figura D). A diferenca
estatistica significativa (p <0.05) entre 0s grupos experimentais pode ser observada pelas

letras diferentes sobrescritas (a, b, ¢, d e e), (n = 3), ANOVA seguida de Tukey.
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4. Discusséo

Identificar os beneficios dos fitoquimicos para a salde é um passo essencial no
desenvolvimento de medicamentos e alimentos funcionais. Nesse sentido, a triagem de
saponinas, um metabolito secundario utilizado na sintese de corticoides, ¢ de extrema
importancia para o reaproveitamento residual proposto nesse estudo, uma vez que o objetivo
foi o desenvolvimento de um gel topico para possivel uso na mucosa oral, em pacientes
acometidos por inflamacdes nesta regido (Yu et al., 2020; Wang et al., 2021).

Neste estudo a concentracdo de saponinas encontrada no extrato do residuo do sisal
(RS) foi de 29.91 g de saponinas para cada 100 g de extrato seco. Ribeiro et al. (2015) obteve
uma concentracdo de saponinas de 20.6 g/100g na andlise da por¢do aquosa do residuo de
sisal quando utilizou de extracdo micelar com solucdo hidroalcéolica. Assim, apesar dos
valores das concentracdes encontradas de saponinas no residuo do sisal estarem proximas €
possivel constatar que a técnica utilizada para o preparo do extrato é fundamental para a
separagdo e quantificacdo desse metabodlito. Quanto a presenca de saponinas no extrato do
residuo da casca da roma, foi constatado neste estudo um valor médio de 15.83 g/100 g. Na
literatura, as pesquisas realizadas por Silva (2021) e Vieira (2014) detectaram a presenca de
saponinas na casca da rom& somente por meio de ensaios qualitativos, mas estas ndo foram
quantificadas.

A associacdo dos extratos dos residuos do sisal e da romd (A) promoveu uma
concentracdo de saponinas de 22.99 g por 100 g de extrato seco. Este valor esta proximo ao da
somatoria das concentracGes de saponinas presentes em 50 gramas de cada extrato, que seria
de 22.86 gramas. O gel contendo a associacdo dos extratos (G2), ambos a 0.6%, apresentou
uma concentragédo de saponinas de 0.52 g por 100 g de gel, ou seja, uma maior concentracao
de saponinas quando comparado a simples somatéria dos valores desse metabolito nos
extratos isolados na concentragdo de 0.6%, que seria de 0,27 g por 100 g de gel. Este valor
sugere que a concentracao de saponinas nédo foi prejudicada pela formulagéo, ao contrario esta
favoreceu a deteccdo de saponinas.

A auséncia de estudos fitoquimicos com o sisal e casca da roma, isolados e associados,
impedem uma maior discussdo dos dados obtidos com as saponinas. Mas, estes ja comprovam
que as altas concentracdes de saponinas provavelmente estdo respondendo pelas atividades
farmacologicas analisadas neste estudo. Isto porque, as saponinas apresentam atividades anti-
inflamatorias e sdo dentro da quimica medicinal, utilizadas para a produgdo de farmacos anti-
inflamatorios esteroidais (Li et al., 2018; Yu et al., 2020; Wang et al., 2021).
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Para avaliar o efeito citotoxico causado pelos extratos dos residuos do sisal e da roméa
(RS e RR) bem como dos extratos associados, do gel base e do gel com a associacao, o ensaio
escolhido foi o MTT. De acordo com os parametros utilizados por Amaral (2014) é possivel
classificar o grau de toxicidade do extrato por meio do teste do MTT usando a seguinte
relagdo em fungdo da porcentagem de viabilidade celular obtida: acima de 90% - néo
citotoxico; de 80 a 90% - levemente citotdxico; de 50 a 79% - modernamente citotoxico e
menor que 50% - citotoxico. Como neste estudo foi estabelecida uma faixa larga de
concentracdo para os extratos isolados, de 100 a 1600 pg/mL, foi possivel observar que as
menores concentracdes dos dois extratos se comportaram como ndo citotdxicos ou
moderadamente citotdxicos, em funcdo do tempo analisado. J&, as maiores concentracfes de
RS e RR, se comportaram, em funcdo do tempo, desde moderadamente citotoxicos até
citotoxicos.

Assim, para estabelecer uma classificagdo geral dos extratos isolados, foram definidas
as CL50 do RS e RR no maior tempo de avaliagdo, 72 horas. Seguindo a 1ISO 10993-5:2009
também, foi calculada a CL50, foram obtidos os valores da CL50 para o RS de 2063 pg/mL e
para 0 RR de 3130 pg/mL, pela alta concentracao, esses extratos sdo categorizados como nao
citotoxicos. Em complemento, esta andlise também se enquadra na legislacdo de
citoseguranca, deste modo, essa padronizacdo estd de acordo com as normativas,
respectivamente.

De acordo com a literatura, Dunder et al. (2013) relataram que no mesmo teste do
MTT, a fracdo hexanica do sisal, nas concentracbes de 50-500 puM, ndo prejudicou a
viabilidade na mesma linhagem celular deste estudo. Favato (2020) usando a concentragéo de
50 pg/mL de extrato da hidrdlise acida do sisal relatou o efeito de citotoxicidade as células de
melanoma e baixa genotoxicidade sistémica, sugerindo que o extrato poderia reduzir o risco
do surgimento de neoplasias secundarias aos tratamentos quimioterapicos. Em consonancia,
Teixeira (2020) relatou que na concentragdo de 400 pg/mL, o extrato da hidrolise acida do
sisal promoveu a morte de 42.73% das células pequenas de cancer de pulméo. Deste modo,
neste estudo 0 RS mostrou-se isento de toxicidade para células normais de fibroblastos 3T3 e
a partir dos relatos da literatura, a analise futura da atividade antitumoral do RS devera ser
direcionada para linhagens tumorais.

Ja para o extrato da romd&, Lorenzoni (2015) relatou o aumento da viabilidade celular
em linhagem de fibroblastos 3T3, como ndo sendo téxico. A citotoxicidade verificada neste

estudo para as maiores concentraces do RR, pode ser relacionada ao fato deste extrato estar
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dissolvido em solucdo glicdlica. Desta forma, novas analises serdo realizadas somente com o
solvente utilizado no processo de preparo do extrato.

A associacdo de metabolitos secundarios de plantas € de interesse para a
potencializacdo de efeitos farmacoldgicos, mas a citotoxicidade gerada deve ser analisada.
Assim, neste estudo foi verificado que associacdo do RS e RR néo prejudicou a viabilidade
celular, ao contrério, a viabilidade foi crescente em funcdo do tempo. Na literatura ndo
existem relatos sobre a citotoxicidade gerada pela associacdo do RS e RR, mas analisando
outras associagdes foi constatado por meio do estudo de Botan (2018) que a associacao de
Morus nigra, Ziziphus joazeiro e Vitis vinifera aumentou a viabilidade celular no tempo de 24
h em linhagem de macréfagos RAW 264. Camilli et al. (2020) relatou que a associacao de A.
chica com a fracdo enriquecida de geranilgeraniol da B. orellana ndo foi tdxica. Cordeiro
(2015) avaliou a citotoxicidade da associacdo de trés extratos vegetais de T. impetiginosa, N.
officinale e P. major, constatou a viabilidade celular de 100% em macrofagos Raw 264. Em
sintese, as associa¢des de compostos bioativos vegetais mostram-se promissoras.

Estudos realizados in vitro para analise da citoxicidade de formulacdes tem se
mostrado atualmente como uma alternativa aos ensaios toxicolégicos com animais. Assim, a
analise da G2 também foi realizada por meio do teste do MTT. Os resultados mostraram que a
formulacéo do gel contendo a associa¢do aumentou a viabilidade celular em funcgdo do tempo
de andlise. Igualmente, Fernandes et al. (2022) constatou que formulag¢fes da associagdo de
Punica granatum com um enxaguatorio bucal ndo reduziram a viabilidade celular de
macrofagos extraidos de células tronco da medula 6ssea de camundongos.

Os macrofagos sdo células derivadas de mondcitos. Estes sdo langados na corrente
sanguinea apds sua formacdo na medula Gssea e posteriormente saem do sangue para se
diferenciar em macréfagos nos tecidos. Os macr6fagos sdo encontrados em todos os locais de
tecido conjuntivo e, além disso, se concentram em varios 6rgdos como por exemplo o figado,
baco, linfonodos, onde estdo relacionados com a defesa do organismo. Assim, desempenham
papel fundamental na imunidade inata, participando efetivamente nos mecanismos
inflamatorios e na modulagdo do sistema imunolégico (Eto, 2016).

A fagocitose inicia-se com o espraiamento do macrofago e a alteragcdo morfoldgica da
célula corrobora com o aumento da sua membrana plasmatica, dando uma maior proximidade
com o substrato, como também, a ativacdo dos lisossomos e producéo de espécies reativas de
oxigénio (Takahashi, 2020). Deste modo, o fagdcito utiliza os receptores de superficie para se
ligar a um microrganismo e envolvé-lo, formando uma vesicula chamada fagossomo. Os

receptores de superficie também liberam sinais que estimulam a fuséo dos fagossomos com 0s
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lisossomos originando os fagolissosomos e 0s sinais ativadores da inflamagdo. Esses
desencadeiam o “burst” respiratorio e a produgdo de 6xido nitrico com o objetivo de destruir e
eliminar os elementos fagocitados (Chavasco, 2010).

Assim, nesse estudo, avaliando a capacidade dos extratos em inibir a fagocitose foi
constatado que 0 RS e o RR promoveram inibic¢éo significativa desse processo em todas as
concentragcdes analisadas. Entretanto, o0 RS apresentou uma maior capacidade de inibir a
fagocitose nas concentracfes de 1000 e 2000 pg/mL. Com a associacdo de RS e RR foi
possivel constatar a ocorréncia de um sinergismo farmacoldgico que potencializou o efeito
anti-inflamatorio, pois a associacdo dos extratos, cada um na concentracdo de 600 pg/mL,
promoveu uma inibicdo da fagocitose préxima a apresentada pelo RR na concentracdo 2000
pg/mL. A inclusdo dos extratos associados em uma formulacdo na forma de gel (G2)
promoveu inibicdo da fagocitose semelhante a do gel contendo a dexametasona, um produto
largamente utilizado na clinica médica.

Na literatura ndo existem relatos de analises dos extratos de sisal e roma neste teste de
fagocitose. Analisando outras plantas, Silveira (2010) constatou que Chorisia speciosa e
Hymenaea courbaril A. diminuiu capacidade fagocitica de macréfagos RAW264 em 49.80%.
Ja Sansone (2017) verificou que a capacidade de inibicdo fagocitica de polissacarideos
soltveis de ndo-amido da banana na concentracdo de 200 pg /mL foi de 49,3%.

O processo de fagocitose pode ser avaliado in vitro de forma direta pela visualizagdo
dos fagocitos contendo particulas ou microrganismos ou de forma indireta, pela manifestacédo
de aderéncia e espraiamento de macr6fagos em laminula de vidro, configurando uma tentativa
frustrada de fagocitose (Libera et al., 2006). Assim, a avaliacdo in vitro da atividade anti-
inflamatoria por meio da técnica do espraiamento de macréfagos Raw 264 tem sido realizada
em razdo dos macrofagos se aderirem ao vidro quando estimulados, tornando-se espraiados.
Em adicdo, na presenca de compostos anti-inflamatérios o espraiamento de macrofagos em
laminas se apresenta reduzido (Duarte, 2019).

Neste estudo, o tratamento com RS nas quatro concentracdes analisadas resultou em
valores de inibicdo do espraiamento de macrofagos semelhantes a dexametasona, CP,
enquanto o RR somente em sua maior concentracdo (2000 pg/mL) promoveu inibigéo
semelhante a dexametasona. A associacao de RS e RR, assim como o gel contendo o0s extratos
promoveu inibicdo semelhante ao gel contendo a dexametasona. Assim, 0 RR néo prejudicou
a capacidade do RS em inibir o espraiamento de macrofagos e a associacdo apresentou efetiva
atividade anti-inflamatéria. Analisando outra planta com essa metodologia, Ota et al. (2010)

verificou que o extrato hidroalcéolico do alho ndo apresentou capacidade em inibir o
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espraiamento de macréfagos, resultado bem diferente do que os encontrado neste estudo com
0 RS eRR.

Outro método muito utilizado para andlise da atividade anti-inflamatdria de extratos
vegetais é o de estabilizacdo de membrana de eritrocitos (Ananthi; Chitra, 2013). Isto porque,
durante o processo inflamatdrio as membranas dos lisossomos séo lisadas e os medicamentos
anti-inflamatorios sdo capazes de inibir esse processo. A membrana de glébulos vermelhos
humanos foi analisada neste teste por ser semelhante a membrana dos lisossomos, que em
meio hipotdnico sofrem lise, de forma semelhante ao que ocorre no processo inflamatorio.
Assim, a capacidade de inibicdo da hipotonicidade e da lise da membrana dos glébulos
vermelhos induzida por solucdo hipotonica foi validada como um método de avaliagdo da
atividade anti-inflamatoria (Anosike; Obidoa; Ezeanyika, 2012).

Os resultados obtidos mostraram que 0 RS somente nas concentracfes de 1000 e 2000
pg/mL promoveram estabilizacdo da membrana das hemécias semelhante ao CP, enquanto o
RR, nas concentracbes de 200 e 500 pg/mL, promoveu a mesma protecdo do CP. A
associacdo dos extratos apresentou capacidade de inibicdo semelhante ao CP, ou seja, 0 RS
ndo prejudicou a atividade anti-inflamatério do RR neste teste. Quanto ao gel contendo esta
associacdo dos extratos, este apresentou menor porcentagem de inibicdo, mas também
reduziram a hemolise das heméacias de forma efetiva em 81.64%.

Utilizando do mesmo método, Silva (2015), analisando outra espécie vegetal,
verificou que o extrato de Solanum paniculatum L. em todas as concentracfes do extrato de
(15, 30 e 60 pg/ml), protegeu de forma significativa as hemécias contra a ruptura da
membrana eritrocitaria. Em adi¢do, Nagaharika et al., (2013) observou que na concentracdo
de 100 pg/mL o extrato vegetal alcoolico de Jatropha gossypifolia L. inibiu a hemolise em
56,8%. As folhas e o caule C. cujete também apresentaram grande potencial para
estabilizagdo da membrana, a concentracdo de 100 pg/mL apresentou 78,81% (Parvin et al.,
2015).

Os resultados obtidos sinalizam a possibilidade de desenvolvimento de um novo anti-
inflamatdrio de uso topico, na forma de gel, a partir dos extratos dos residuos vegetais de sisal
e romd, duas plantas ricas em saponinas. Em uma etapa futura, com o propdésito de comprovar
a eficacia e seguranca do produto no tratamento da mucosite oral serdo realizados testes in

Vivo com animais.
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5. Concluséo

Visando o desenvolvimento futuro de um novo fitoterapico anti-inflamatério, de uso
topico, a ser utilizado em tratamentos odontoldgicos, este estudo mostrou que a concentracdo
de saponinas presente nos extratos dos residuos do sisal e da roma se mantem na formulacéo.
No teste do MTT o gel contendo a associagdo dos extratos ndo apresentou citotoxicidade em
todos os intervalos de tempos de tratamento avaliados, ao contrario, a viabilidade celular foi
aumentada em funcdo do tempo de tratamento. Nos trés testes in vitro, utilizados para avaliar
a atividade anti-inflamatdria, o gel contendo a associacdo dos extratos apresenta resultados
semelhantes ao do gel com a dexametasona, um medicamento largamente utilizado na clinica
médica. Em suma, este estudo demonstrou que o gel contendo a associacdo dos extratos dos
residuos do sisal e da romd se apresenta como um candidato em potencial para o
desenvolvimento de um novo fitoterapico, pois, além de permitir a introducdo de uma nova
opcdo terapéutica, ird agregar valor econdmico, social e ambiental aos residuos que séo

desprezados no Brasil.
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