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Sper FL. Atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, citotoxicidade e genotoxicidade
do extrato glicdlico de Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart. (barbatiméo)
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart (barbatimdo) tem sido utilizado
popularmente como anti-inflamatoério e antimicrobiano. Este estudo se propds a
realizar a analise fitoquimica do extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. (barbatiméo) e
verificar in vitro algumas de suas atividades biol6gicas, como: antimicrobiana, sobre
culturas plancténicas e biofilmes de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, e Parvimonas micra; citotoxicidade e
genotoxicidade em macréfagos murinos (RAW 264.7), fibroblastos murinos (L929) e
queratinécitos humanos (HACAT); e acdo anti-inflamatdria sobre RAW 264.7
estimuladas por lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. A atividade
antimicrobiana sobre culturas plancténicas foi avaliada pelo método de microdiluicdo
em caldo. Apds, as concentracfes efetivas foram avaliadas sobre biofilmes
monomicrobianos. A analise de citotoxicidade foi verificada pelo teste de reducédo do
brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetraz6lio (MTT) e a de genotoxicidade
pelo teste de micronucleos. A atividade anti-inflamatéria foi analisada quantificando
0s niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-17) e anti-inflamatéria
(IL-10), por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Os dados foram
analisados por ANOVA e Teste de Tukey, ou Kruskal-Wallis e teste de Dunns, com
nivel de significancia de 5% (P<0,05). O extrato foi eficaz sobre os biofilmes,
reducdo entre 54 e 100%. O extrato ndo foi citotoxico para RAW 264.7 e L929 no
tempo de 24 h nem para HACAT por 5 min e em 24 h 50 e 100 mg/mL aumentaram
a viabilidade celular. O extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. ndo foi genotéxico para
RAW 264.7. O extrato associado ao LPS aumentou a producéo de todas as citocinas
estudadas, exceto do TNF-a. Concluiu-se que o extrato de barbatiméo foi eficaz
sobre biofilme mono espécie de bactérias anaerdbias em concentragbes néo
citotoxicas para RAW 264.7, L929 e HACAT.

Palavras-chave: Bactérias anaerobias. Stryphnodendron barbatiman. Citotoxicidade.
Genotoxicidade. Anti-inflamatorio.



Sper FL. Antimicrobial, anti-inflammatory, cytotoxicity and genotoxicity activity of the
glycolic extract of Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart. [dissertation]. S&o José
dos Campos (SP): S&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

Anti-inflammatory and antimicrobial are popular uses of Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (barbatim&o). This study proposed to perform the
phytochemical analysis of S. barbatiman (Vell.) Mart. (barbatimdo) extract and to
verify in vitro some of its biological activities as antimicrobial on planktonic cultures
and Dbiofiims of Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, and Parvimonas micra; cytotoxicity and genotoxicity on
human keratinocytes (HACAT), murine macrophages (RAW 264.7) and fibroblasts
(L929), and anti-inflammatory action on RAW 264.7. The antimicrobial activity on
planktonic cultures was evaluated by broth microdilution. Afterwards, the effective
concentrations were evaluated on mono microbial biofilms. The cytotoxicity analysis
was verified by the MTT test and the genotoxicity by the micronucleus test. Anti-
inflammatory activity was evaluated in RAW 264.7 stimulated by lipopolysaccharide
(LPS) of Escherichia coli and treated with the extract, quantifying the levels of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-16, IL-6 and IL-17) and anti-inflammatory (IL-10),
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The data that presented normal
distribution were analyzed by ANOVA and Tukey's test, and those that were not,
were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunns test, with a significance level of 5%
(p<0.05). Barbatimdo extract was effective on biofilms, reduction between 54 and
100%. The extract was not cytotoxic to RAW 264.7 and L929 in the 24 hr time nor to
HACAT for 5 min and in 24 h 50 and 100 mg / ml increased cell viability. The extract
of S. barbatiman (Vell.) Mart. was not genotoxic for RAW 264.7. The LPS-associated
extract increased the production of all cytokines studied except for TNF-a. In
conclusion, barbatimédo extract was effective on mono-species biofilm of anaerobic
bacteria at non-cytotoxic concentrations for RAW 264.7, L929 and HACAT.

Keywords: Anaerobic bacteria. Stryphnodendron barbatiman. Cytotoxicity.
Genotoxicity. Anti-inflammatory.




1 INTRODUCAO

A busca por novos farmacos antimicrobianos tem se tornado cada vez mais
importante devido, principalmente, a resisténcia que 0S micro-organismos
desenvolvem depois de um tempo sob a agcdo destes medicamentos. Para tanto,
elementos da natureza, como as plantas medicinais, tem sido estudados, por
apresentarem diversas biomoléculas ativas. A partir destes vegetais poderdo ser
produzidos medicamentos fitoterapicos, com reconhecida eficacia e auséncia de
riscos a saude, comprovadas por estudos toxicoldgicos, levantamentos
etnofarmacoldgicos e documentacdes cientificas indexadas (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 2014). Além disso, algumas comunidades tém
acesso mais facil a plantas medicinais do que aos medicamentos e, portanto,
utilizam esses vegetais para tratamento de varias doencas.

Uma dessas plantas medicinais é Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart,
popularmente conhecida como barbatimdo. Um vegetal rico em taninos que pertence
a familia Fabaceae e tem sinonimias cientificas como Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville e Mimosa barbadetiman Vell. Na natureza, apresenta-se como uma
arvore decidua, de 4 a 5 m de altura, com tronco cascudo, tortuoso e de cor clara.
Suas folhas sdo compostas e bipinadas, com foliolos arredondados e ovalados.
Nativo do cerrado, S. barbatiman (Vell.) Mart ocorre no centro-oeste e partes do
sudeste brasileiro, produz frutos carnosos, castanho-claros, em formato de vagens
cilindricas e com muitas sementes (Lorenzi, Matos, 2002; Maroni et al., 2006).
Stryphnodendron spp. €& quimicamente composto por taninos, flavonoides,
proantocianidinas, alcaloides, mucilaginosas, matérias resinosas, corantes e
saponinas (Simoes et al., 1999).

Empiricamente, o barbatim&o tem sido utilizado para tratamentos de feridas,
frieiras, diabetes, problemas de prostata, inflamacdes, gastrite, doencgas do figado,
dores, leucorreia, gonorreia, diarreia, sangramentos, bem como antisséptico e
antimicrobiano (Costa et al., 2013; Santana et al., 2016). Além disso, estudos tém
demonstrado suas propriedades anti-inflamatoria, cicatrizante e acéo contra ulceras,
protozodarios e micro-organismos, como bactérias e fungos (Lima, 1998; Pereira et
al., 2011; Costa et al., 2013).
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Muitas infecgBes atingem a cavidade bucal, como as doencas periodontais e
endodonticas. As infec¢cdes periodontais sdo aquelas que atingem os tecidos que
ligam os dentes aos 0ssos, geralmente, resultam da interacdo entre biofilme
subgengival e hospedeiro. O desequilibrio nessa interacao gera uma resposta imune
caracterizada clinicamente como por inflamagdo. O biofiilme é uma estrutura
tridimensional complexa na qual véarias espécies de micro-organismos estdo
envolvidas por uma matriz extracelular que dificulta a acdo do sistema imune do
hospedeiro e de agentes antimicrobianos. As espécies que compdem o biofilme
variam de acordo com a maturidade desta estrutura, bem como, de individuo para
individuo. Entretanto, sabe-se que algumas espécies podem favorecer o
aparecimento de doencas periodontais e suas formas mais agressivas (Inaba,
Amano, 2010; Bostanci, Belibasakis, 2012; Jorge, 2012; Karched et al., 2015;
Pathan et al.,, 2017). Essas doencas podem provocar ou serem causadas por
infeccbes endodonticas, aquelas que atingem a polpa dos dentes (Jorge, 2012;
Pérez-Chaparro et al., 2018).

Dentre as bactérias envolvidas em infec¢cdes bucais estd o Fusobacterium
nucleatum. Trata-se de uma espécie de bacilos com as extremidades afiladas,
Gram-negativos, imoveis, ndo esporulados, anaerébios obrigatérios. Apesar dessa
espécie ndo ser um colonizador inicial do biofilme, é importante na sua maturacao,
uma vez que é considerada como um colonizador intermediario com a capacidade
de coagregar com varias espécies de colonizadores tardios. Esta bactéria esta
correlacionada com casos de gengivite e periodontite cronica, sendo responsavel
pela inducdo de expressdo de metaloproteinases de matriz e liberacdo de
lipopolissacarideos (LPS) que estimulam a producgéo de interleucina 1 alfa (IL-1a) e
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por macrofagos, podendo estar associada a
reabsorcdo 6ssea decorrente de periodontite apical (Ozok et al., 2007; Jorge, 2012;
Okuda et al., 2012; Karched et al., 2015).

Outra bactéria que pode estar presente em infeccbes bucais € a
Porphyromonas endodontalis. S&o bacilos curtos, Gram-negativos, anaerobios
obrigatorios, ndo esporulados e imdveis que produzem pigmentos pretos quando
cultivados em agar sangue. Esta espécie pode ser isolada de bolsas periodontais,
lesbes periapicais, infeccdes endodbnticas e biofilme do dorso da lingua de

pacientes com periodontite crénica. P. endodontalis € capaz de causar infeccbes
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purulentas devido a presenca de alguns fatores de viruléncia, como: LPS, capsula,
proteina de membrana externa, proteinases e produtos metabdlicos citotoxicos.
Embora ainda ndo seja possivel considera-la um patégeno claramente associado a
doencas periodontais e endodoénticas, alguns estudos tém demonstrado que sua
ocorréncia é mais alta em individuos que apresentam essas infec¢des, sugerindo
que, associada a outros fatores, a presenca de um patdégeno potencialmente
virulento, como a P. endodontalis, em altas contagens pode aumentar a viruléncia de
toda a comunidade e influenciar o aparecimento dos sintomas de infeccdes
endodonticas (Jorge, 2012; Galimanas et al., 2014; Pérez-Chaparro et al., 2018;
Récas, Siqueira Junior, 2018).

Porphyromonas gingivalis € outra espécie bacteriana presente em infec¢des
bucais e € considerada o principal agente etiolégico das doencas periodontais. Sao
bacilos curtos, Gram-negativos, anaerébios, ndo esporulados e imodveis que
produzem pigmentos pretos quando cultivados em &gar sangue. Seu habitat
principal é o biofilme subgengival, mas ja foram isoladas de amostras do dorso da
lingua, tonsilas, além de saliva e outras infeccdes bucais e sistémicas. Apresentam
alguns fatores de viruléncia como LPS, fimbrias, lipoproteinas e proteinases que
permitem que essa espécie invada os tecidos do hospedeiro (Tamai et al., 2011;
Bostanci, Belibasakis, 2012; Jorge, 2012).

Parvimonas micra sdo bactérias proteoliticas frequentemente isoladas de
periodontites apicais e raramente de infeccbes em outras partes do corpo.
Anteriormente, essa espécie era denominada Peptostreptococcus (micromonas)
micros. Trata-se de cocos Gram-positivos, imoveis, ndo formadores de esporos,
anaerdbios obrigatdrios encontrados no sulco gengival. (Ozok et al., 2007; Jorge,
2012; Karched et al., 2015, Rog¢as, Siqueira Junior, 2018).

Existem alguns requisitos que as substancias utilizadas como medicamento
ou cosmeético devem atender. Estes requisitos envolvem a eficacia da substancia
ativa e sua biocompatibilidade. Existem testes para demonstrar 0 quanto uma
substancia pode ser toleravel para um organismo, como testes in vitro em que séo
utilizadas culturas de células ou tecidos, preferencialmente de mamiferos. Testes de
citotoxicidade permitem avaliar a resposta bioldgica de células a uma determinada
substancia, medicamento ou produto cosmético por meio de aspectos especificos

relacionados ao metabolismo, morfologia, crescimento celular e viabilidade celular.
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Além disto, testes de genotoxicidade podem demonstrar os efeitos destas
substancias sobre o DNA da célula, além de mutacdes génicas e aberracdes
cromossomicas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 2009).

Estudos tém verificado a acdo de extratos de barbatimdo sobre micro-
organismos e sua biocompatibilidade. Foi demonstrado que taninos condensados de
S. barbatiman (Vell.) Mart. influenciaram no crescimento e sobre fatores de
viruléncia de Candida albicans, apresentando atividade antifingica moderada em
103 isolados de liguido vaginal. Adicionalmente, foi verificado baixo efeito citotdxico
para macréfagos murinos (J774G8) e células renais de macaco-verde africano
(Vero) (Ishida et al., 2006).

Miranda et al. (2008) estudaram o efeito antimicrobiano da solucdo do
extrato hidroalcodlico de S. adstringens (Mart.) Coville e da mamona (Endoquil)
comparados a clorexidina 2% sobre Prevotella nigrescens, P. gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Actinomyces naeslundii. Os autores
concluiram que os produtos vegetais apresentaram acdo antimicrobiana, porém a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da clorexidina foi significativamente inferior as
CIM dos derivados vegetais.

O extrato hidroalcodlico de S. barbatiman (Vell.) Mart. tem sido eficaz para o
controle de Staphylococcus aureus, uma vez que foi relatada sua acao
antimicrobiana sobre infec¢des causadas por esta bactéria (Ferreira et al., 2010).

Pereira et al. (2011) avaliaram a atividade antimicrobiana de trés diferentes
extratos (etanol, n-hexano e n-butanol) de S. adstringens (Mart.) Coville sobre cepas
de referéncia de C. albicans, Streptococcus mutans, S. aureus e A.
actinomycetemcomitans e constataram que o0s extratos inibiram o crescimento
destes micro-organismos, exceto o extrato n-butanol que nédo foi efetivo para A.
actinomycetemcomitans.

Em relacéo a genotoxicidade, Costa et al. (2010) demonstraram que a fracao
rica em polimeros de proantocianidinas do extrato da casca do caule de S.
adstringens (Mart.) Coville aléem de ndo apresentar genotoxicidade para eritrocitos
de camundongos Swiss, foi capaz de proteger o material genético contra danos,
como demonstrado nos grupos tratados com ciclofosfamida, um agente

reconhecidamente genotoéxico.
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Em 2011, Bachrach et al.,, analisando a alicina, principal constituinte
terapéutico do alho, sobre microrganismos associados a carie dental e doenca
periodontal, verificaram acao antimicrobiana tanto em cultura plancténica como em
biofiilme sobre bactérias cariogénicas, entretanto, o0s periodontopatdogenos
anaerobios como P. gengivalis apresentaram baixa sensibilidade ao fitocomposto.
Araghizadeh et al. (2013) demonstraram que o extrato de cha-verde (Camellia
sinensis) apresentou forte atividade antibacteriana sobre S. mutans, A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia. Praveen et al. (2014)
demonstraram potente efeito antimicrobiano da bromelina, molécula ativa extraida
do abacaxi, sobre S. mutans e P. gingivalis.

Em 2013, Oliveira et al. avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
glicdlicos de Equisetum arvense L., Glycyrrhiza glabra L., Punica granatum L. e S.
barbatiman (Vell.) Mart. contra S. aureus, Staphylococcus epidermidis, S. mutans, C.
albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata. Os autores demonstraram que todos
os extratos avaliados foram efetivos contra os microrganismos estudados. Neste
mesmo estudo também foi avaliada a citotoxicidade dos extratos em cultura de
macrofagos murinos (RAW 264.7) por andlise do metabolismo enzimatico (teste de
MTT) e producéo das citocinas TNF-a e IL-1B3. Os resultados demonstraram que o
extrato de E. arvense L. foi citotoxico, com viabilidade celular abaixo de 70%, nas
concentragdes testadas e os extratos de G. glabra L. (100 mg/mL), P. granatum L.
(50 mg/mL) e S. barbatiman (Vell.) Mart. (50 mg/mL, 25 mg/mL e 3,13 mg/mL) nao
foram citotoxicos em um tempo de exposicdo de 24 h. Quanto a producdo de
citocinas, os extratos de P. granatum L. e S. barbatiman (Vell.) Mart. aumentaram
significativamente a producéo de IL-1B e todos reduziram a quantidade de TNF-q,
porém o nivel basal de TNF-a estava mais elevado que o da IL-1p.

Karygianni et al. (2014) avaliaram o efeito antimicrobiano de extratos
naturais do Mediterraneo, como Olea europaea, resina da aroeira e Inula viscosa
sobre C. albicans e bactérias anaerdbias. Os autores constataram que 0s extratos
apresentaram acdo bactericida sobre as espécies anaerdbias estritas de P.
gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum e P. micra, no entanto, foram menos efetivos
para C. albicans.

As infeccbes sdo clinicamente caracterizadas por inflamacdo que é um

processo complexo para neutralizar, inativar ou eliminar um agente agressor ao
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organismo. Esse agressor pode ser fisico, quimico ou bioldgico (bactérias, virus,
fungos e outros parasitas). O processo inflamatério envolve alteracées vasculares,
células e varias substancias, como quimiocinas, citocinas, aminas vasodilatadoras e
outros mediadores que vao regula-lo e estimular, quando necessario, o reparo
tecidual no local da agressao. Os sintomas da inflamacdo abrangem: dor, febre
sistémica ou local, vermelhiddo e inchaco que muitas vezes leva a perda temporaria
da funcéo do tecido afetado. O processo inflamatério pode ser capaz de resolver o
problema em alguns dias e retomar os parametros homeostasicos (inflamacéo
aguda) ou pode evoluir para a forma crbnica exigindo uma intervencgao
farmacolégica a fim de minimizar danos teciduais adicionais (Headland, Norling,
2015). Existem vérios farmacos anti-inflamatérios disponiveis, por outro lado
algumas comunidades ndo tém acesso a eles.

Em 1998, Lima conduziram um estudo para avaliar in vivo a atividade anti-
inflamatdria da fragdo solivel em acetona do extrato metandlico bruto da casca do
caule de S. adstringens (Mart.) Coville. Os ensaios foram conduzidos em ratos
Wistar sendo: (i) edema agudo da pata traseira induzido por carragenina ou por
dextrano; (ii) pleurite induzida por carragenina; e (iii) artrite induzida por adjuvante
completo de Freund. Em camundongos Swiss foi analisado o aumento da
permeabilidade vascular induzida por &cido acético. Os resultados do estudo
demonstraram que essa fracdo do extrato vegetal reduziu significativamente o
edema da pata traseiro induzido por carragenina e dextrano. Além disso, o volume e
a migracao leucocitaria, no modelo de pleurite aguda induzida por carragenina,
também foram reduzidos. O aumento da permeabilidade vascular induzido por acido
acético na cavidade peritoneal de camundongos foi reduzido pelo extrato de forma
semelhante a reducéo proporcionada pelo acido acetilsalicilico. A artrite induzida por
adjuvante completo de Freund € um modelo de inflamacéo cronica que permite a
avaliacdo dos efeitos sobre a fase aguda e sobre a fase crbnica da inflamacéo,
nesse estudo, o extrato foi tdo efetivo nas duas fases quanto a fenilbutazona.
Portanto, os autores concluiram que os resultados corroboram o uso tradicional do
barbatimdo como anti-inflamatorio.

Foi demonstrado que o extrato etandlico da casca do caule de S.
adstringens (Mart.) Coville ndo foi citotoxico para mondécitos humanos de paciente

com leucemia (THP-1) e inibiu a liberacdo de TNF-a de maneira dose-dependente.
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Além disso, fracdes aquosas e organicas desse extrato apresentaram significativa
atividade anti-inflamatoéria dose-dependente em um modelo de artrite aguda induzida
por LPS (Henriques et al., 2016).

Como o extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. se mostra promissor no
tratamento de infec¢des e processos inflamatorios, pesquisas cientificas sobre sua
utilizac@o eficaz e segura em produtos de saude e higiene, inclusive odontologicos
como enxaguatoérios, dentifricios, irrigantes e medicacdes intracanais entre outros

sao necessarias.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo se prop0s a realizar a analise fitoquimica do extrato de S.
barbatiman (Vell.) Mart. (barbatim&o) e investigar algumas atividades

farmacoldgicas, como:

a) Antimicrobiana sobre bactérias anaerdbias obrigatérias de interesse
odontoldgico, como F. nucleatum, P. endodontalis, P. gingivalis, e P.
micra, em culturas planctdnicas e biofilmes;

b) Citotoxica para macrofagos (RAW 264.7) e fibroblastos (L929) murinos e
queratinécitos humanos (HACAT);

c) Genotoxica para RAW 264.7, L929 e HACAT;

d) Anti-inflamatéria analisada em RAW 264.7 estimuladas por LPS de E. coli,
com quantificacdo de citocinas (TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10, IL-17).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extrato vegetal

O extrato glicélico de S. barbatiman (Vell.) Mart., elaborado a partir da casca
do caule da planta, foi obtido na concentracdo de 200 mg/mL em propilenoglicol

(Mapric, S&o Paulo, Brasil), com os devidos laudos e especificagcdes (ANEXO A).

3.2 Andlises fitoquimicas

As analises fitoquimicas foram realizadas no Laboratdrio de Produtos
Naturais da Universidade Anhanguera (UNIAN-SP).

3.2.1 Teor de sdlidos solUveis em etanol

Béqueres de 25 mL foram pesados, em seguida 5 mL do extrato foram
adicionados e levados para estufa a 80° C. Apés secos, 0s béqueres foram pesados
novamente e a quantidade de sdélidos sollveis no extrato foi calculada utilizando a

seguinte férmula:

: (m—b) x 100
% sol. soluveis (m/v) = v

% sol. soluveis (m/m) = % sol. soluvel (m/v) / densidade

onde: b = massa do béquer

m = massa final do extrato, ap0s secagem



3.2.2 Determinacdo do teor de fendis totais

Foi transferido 1 mL do extrato para um baldo volumétrico de 100 mL. O
extrato foi dissolvido com um pouco de etanol e o volume foi completado com agua
destilada sob agitacdo (solucdo estoque). Uma aliquota de 200 uL foi transferida
para um baldo volumétrico contendo aproximadamente 5 mL de agua destilada e
800 uL do reagente Folin — Ciocalteau (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foram
adicionados. No intervalo de 1 a 8 min foram acrescentados 1,2 mL da solucao de
tampdéo carbonato-tartarato de sédio a 20%. O volume foi completado com agua e a
solucdo foi colocada em banho-maria a 20°C por 2h. Em seguida, a solugao foi
homogeneizada, e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (Cary-50 da Varian)
a 760 nm. O valor de fendis totais foi determinado pela equacéo da reta (Rio, 1996;

Bankova, Marcucci, 2000).

3.2.3 Determinacdao do teor de flavonoides totais expressos em quercetina

Foram preparados 10 mL de solucdo estoque com 100 pL do extrato em
metanol. Uma aliquota de 200 pL desta solucdo foi transferida para um baldo
volumétrico, ja com aproximadamente 5 mL de metanol. Foram adicionados 200 uL
de cloreto de aluminio (AICI3) o volume foi completado com metanol. A solucéo foi
agitada e colocada em banho-maria por 30 min a 20°C. Apé6s este tempo, a
absorbancia foi lida a 425 nm. A concentragéo de flavonoides totais expressos em

quercetina foi calculada usando a equacéo da reta.

3.2.4 Avaliacao da atividade antioxidante

O reagente DPPH (radical difenilpicrilhidrazila, Sigma-Aldrich Co., Alemanha)

foi diluido seriadamente no extrato a 0,01% V/V em etanol a cada 1 min. Os tubos
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foram homogeneizados e a leitura da absorbancia foi feita em 517 nm apos 30
minutos da adicdo do DPPH no 1° tubo. A concentracdo do extrato capaz de
eliminar 50% dos radicais livres (CEso [pug/mL]) foi calculada pelo método dos

minimos quadrados (Veiga et al., 2017).

3.3 Bactérias anaero6bias

O cultivo e testes com bactérias anaerobias foram realizados no Laboratorio
de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP em Sao
José dos Campos — SP.

Cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) de F.
nucleatum (ATCC 25586), P. endodontalis (ATCC 35406), P. gingivalis (ATCC
33277), e P. micra (ATCC 23195), provenientes do Laboratério de Biotecnologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF), Unicamp, Campinas — SP, Brasil,
foram utilizadas neste estudo. As bactérias foram congeladas a -80°C e reativadas
em caldo Brucella (Acumedia, Michigan, USA) suplementado com 5% de sangue
desfibrinado estéril de carneiro (Newprov, Pinhais — PR, Brasil), 1% de hemina
(Sigma-Aldrich Co.) e 1% de menadiona (Sigma-Aldrich Co.).

3.4 Atividade antimicrobiana sobre culturas plancténicas

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo segundo
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2007), documento
M11-A7.

As bactérias foram cultivadas em caldo Brucella suplementado a 37°C por
48 h em anaerobiose: nitrogénio 80%, didxido de carbono 10% e hidrogénio 10%;
(Whitley DG250 Workstation, West Yorkshire, Reino Unido). Em seguida,
suspensdes microbianas foram preparadas em solucao salina estéril (NaCl 0,9%) e
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padronizadas com turbidez 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente 1,5 x 108
unidades formadoras de colbnia por mililitro (UFC/mL). Em placa de microtitulacao
(Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), foram adicionados 100 pyL de meio de cultura em cada
poco e 100 pL do extrato, apenas no primeiro poco, de onde partiu uma série de oito
diluicdes seriadas com concentracdes de 100 a 0,78 mg/mL em duplicata, conforme
a Figura 1. Foram adicionados 10 pL do indculo padronizado em todos 0s pogos. As
microplacas foram incubadas em anaerobiose por 48 h. Em seguida, a olho nu, foi
verificada a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano,
por meio de analise de auséncia de turvacdo do meio. Em seguida, o contedado do
poco foi homogeneizado e foram adicionados 20 uL de cada concentragdo em agar
Brucella (Acumedia) suplementado com 1% de hemina e 1% de menadiona. ApoGs
48 h de incubacdo em anaerobiose (Figura 2), as concentracdes que n&o
apresentaram crescimento microbiano foram consideradas bactericidas e a menor

foi dada como concentracéo bactericida minima (CBM).

Figura 1 — Microdiluicdo do extrato glicélico de S. barbatiman (Vell.) Mart. em caldo
Brucella suplementado com 1% de hemina, 1 % de menadiona e 5% de sangue
desfibrinado estéril de carneiro

e
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 2— Placa de agar Brucella com 20 uL de cada concentracdo para definicdo da
Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

.
| >

[N~ o e
Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes

As bactérias foram adicionadas separadamente em placas de microtitulagcéo,
sendo acrescentados 100 pL/pogo de suspensédo microbiana padronizada (1,5 x 108
UFC/mL) em 100 pL/pogo de caldo Brucella suplementado. Os biofilmes foram
formados por sete dias em anaerobiose a 37°C, no entanto, a cada 48 h o meio de
cultura foi substituido. Os biofilmes foram expostos ao extrato vegetal, por 5 min ou
24 h, nas concentracdes efetivas pré-determinadas sobre culturas plancténicas
(CIM, CBM ou superiores). Como controles foram utilizadas solugdo de clorexidina
0,12% e solucéo salina estéril (NaCl 0,9%), para o tempo de 5 min, e caldo Brucella
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suplementado, para o tempo de 24 h. ApGs exposicdo, estas solu¢des foram
descartadas, o biofilme foi lavado com solugdo salina estéril, e desagregado com
homogeneizador ultrassénico (Sonoplus HD 2200 — Bandelin Electronic GmbH & Co.
KG, Berlim, Alemanha), com poténcia de 25% por 30 s. Em seguida, a suspensao
dos grupos tratados foi diluida seriadamente a 102 e 10, e a suspensdo do grupo
controle foi diluida, além dessas, a 10® também. Em seguida, 20 pL de cada diluicdo
foram semeados em agar Brucella suplementado. Apos incubagcdo em anaerobiose
(37°C/48 h), as coldnias foram contadas e dada sua concentracdo em UFC/mL, em

cada grupo experimental (Figura 3).

Figura 3 — Placa de agar Brucella para contagem de col6nias e determinacdo de

concentragdao em UFC/mL

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.6 Cultivo das células

O cultivo e testes com células de mamiferos foram realizados no LEIC, ICT —
UNESP em S&o José dos Campos — SP.

Macréfagos murinos (RAW 264.7), fibroblastos murinos (L929) e
queratinécitos humanos (HACAT) provenientes do Banco de Células do Rio de
Janeiro - Associagcdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro,
Brasil) foram cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB —
Invitrogen, Nova York, Estados Unidos da América) e 1% de penicilina-
estreptomicina (Gibco, Grand Island, Nova York, Estados Unidos da América) e
mantidos em frascos de cultivo celular (TPP, Suica), a 37°C, com 5% de CO:z e
umidade atmosférica.

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e quando foi observado estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacdo de mais de 70% do
assoalho do frasco, as células foram utilizadas nos testes. Para tanto, a
monocamada celular foi desagregada do frasco de cultura com auxilio de um
varredor celular e a suspensdo de células foi centrifugada por 5 min a 2000 rpm
(Hermle Z-300 K — Labnet, Edison, EUA). Teste de exclusdo com azul de Trypan
(0,4%, Sigma-Aldrich), foi realizado para checar a integridade das células e

contagem de células viaveis.

3.7 Anédlise de citotoxicidade por teste de MTT

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 200 uL de DMEM contendo
4 x 10* células viaveis. Estas placas foram incubadas (37°C e 5% de CO2) por 24 h
para aderéncia celular aos pocos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, as
células foram lavadas com tampéao fosfato-salino (PBS - LGS Biotecnology, Cotia,
Brasil), e foram acrescentados 200 pL/poco de extrato nas concentragfes de 200
mg/mL a 6,25 mg/mL para o tempo de exposi¢cao de 5 min e nas concentracdes de
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100 mg/mL a 3,13 mg/mL para o tempo de 24 h (n = 12/grupo). Meio de cultura sem
extrato foi utilizado como controle. Apds o tempo de exposicdo, o sobrenadante foi
descartado, e os pocos foram lavados com PBS para retirar células afetadas.

Para verificacdo da viabilidade da cultura, foi realizada analise da atividade
enzimatica das células viaveis pelo método de reducdo do brometo de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazélio (MTT) em formazan. A solucdo de MTT foi
preparada a partir da suspenséo de 0,5 mg do p6 de MTT (Sigma-Aldrich) em 1 mL
de meio DMEM. Foram adicionados 100 pL/poc¢o da solucdo de MTT e as placas
foram incubadas (37°C e 5% de COz2) por 4 h, abrigadas da luz. Posteriormente, esta
solucao foi descartada e foram adicionados 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO
— Sigma-Aldrich) para expor os cristais de formazan produzidos, apos absorcédo do
sal de MTT por células viaveis (Figura 4). Apés incubacdo de 10 min e agitacdo em
mesa orbital, por igual periodo, a absorbancia dos pocos foi lida em leitora de
microplacas a 570 nm. As densidades Opticas (DO) obtidas foram convertidas em

percentual de viabilidade celular empregando-se a seguinte férmula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle
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Figura 4 — Esquema do teste de MTT

Células+ Ap6s4 h de incubagéo
DMEM Cristaisde formazan

Células+

kit Cristaisde formazan

Legenda: Tratamento de 5 min = diluicdo do extrato em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%),
Tratamento de 24 h = diluicdo do extrato em meio DMEM.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.8 Analise de genotoxicidade por teste de micronucleos (MN)

O teste de MN foi realizado de acordo com OECD Guidelines for Testing of
Chemicals, Section 4: Health Effects, Test N° 487: In Vitro Mammalian Cell
Micronucleus Test, atualizado em 2014, da Organisation for Economic Co-operation
and Development - OECD.

Macréfagos, fibroblastos e queratindcitos foram cultivados, separadamente,
em DMEM a 37°C e 5% CO2. Para o teste, 5 x 10° células viaveis/poco foram
cultivadas em placas de 24 pocos por 24 h a 37°C e 5% CO2. Em seguida, as
células foram expostas por 24 h a diferentes concentracbes do extrato vegetal



diluido em DMEM, ao etilmetano sulfanato (EMS) 5 uM, que foi utilizado como
controle positivo, e ao DMEM puro que foi utilizado como controle negativo.

Apoés 24 h, os sobrenadantes foram descartados, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e incubadas com 300 pL/poco citocalasina B (Sigma-Aldrich)
na concentracdo de 6 pg/mL por 24 h a 37°C e 5% COg, para inibir a citocinese e
induzir o acumulo de células binucleadas. Em seguida, a citocalasina B foi
descartada e as células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 300
puL/poco de metanol por 10 min. O metanol foi descartado e as células foram lavadas
duas vezes com PBS e coradas com 300 pL/poco de DAPI a 300 nM diluido em PBS
por 10 min. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e observadas em
microscopio de fluorescéncia, sendo que foram avaliadas 2.000 células/poco por
concentracdo (n = 3). Os MN foram identificados como estruturas de DNA contidas
no citoplasma claramente separados do nucleo principal, cercados por uma
membrana nuclear e incluindo uma area menor que 1/3 da &rea do nucleo principal

(Figura 5). Foram contadas as células com menos de cinco MN.

Figura 5 — Detalhe de um Micronudcleo - estrutura de DNA contida no citoplasma
claramente separado do nucleo principal, cercado por uma membrana nuclear e

incluindo uma area menor que 1/3 da area do nucleo principal

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.9 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria

Em placas de 24 pocos, células RAW 264.7 foram cultivadas na
concentracdo de 5 x 10° células/mL por 24 h. Apés incubacédo, o sobrenadante foi
descartado e foi acrescentado meio de cultura acrescido de diferentes
concentracdes do extrato de barbatimdo. Ao mesmo tempo, foi acrescentado LPS de
E. coli (Sigma) na concentragdo de 1 pg/mL, em cada poco. As placas foram
incubadas por 24 h (37°C e 5% de COz). Grupos sem LPS foram utilizados como
controles.

Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C
para posterior quantificacdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-
17) e anti-inflamatoria (IL-10), por ELISA.

Microplacas (Greiner-BioOne, Bélgica) foram sensibilizadas com anticorpos
de captura anti-TNF-a, anti-IL-1(, anti-IL-6, anti-IL-17 ou anti IL-10 de camundongo
(R&D Systems, Mineapolis, Estados Unidos da América) e mantidas overnight em
temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo
Tween 20 (PBS-T) e blogueadas com soro albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1 h.
Apés, as placas foram lavadas com PBS-T e receberam os sobrenadantes das
culturas de células (100 pL/poco) e os padrdes das citocinas com concentracfes
conhecidas (curva-padréo). Os testes foram realizados em duplicata. Apés 2 h, as
placas foram lavadas (PBS-T) e foram acrescentados anticorpos de deteccdo anti-
TNF-a, anti-IL-13, anti-IL-6, anti-IL-17 ou anti IL-10 marcados com biotina. Apds 2 h,
a reacao foi revelada com solucdo contendo substrato cromogénico e peroxido de
hidrogénio. A reacdo foi bloqueada apds 20 min com acido sulfarico 2N. As DO
foram lidas em espectrofotdometro de microplacas (Biotek) a 450 nm. Apés obtencéo
das DO foram determinados os niveis das citocinas (pg/mL) com auxilio do

programa GraphPad Prism 5.0.
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3.10 Anédlise estatistica

Os resultados foram apresentados em valores médios (+ desvio-padrao). Os
dados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados estatisticamente por
ANOVA de um fator complementado por Teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5% (P < 0,05). Os resultados que nao apresentaram distribuicdo normal foram
analisados por teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunns, com nivel de significancia
de 5% (P < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise fitoquimica

4.1.1 Teores de s6lidos solliveis em etanol, fendis e flavonoides totais

O extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. apresentou, em média, 7,07% de
sélidos soluveis em etanol. Os teores de fendis totais (expressos em fenol) e
flavonoides totais (expressos em quercetina) do extrato de S. barbatiman (Vell.)
Mart. foram, respectivamente, 2,70 e 19,37 pg/mL do extrato, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Teores de sélidos sollveis em etanol, fendis e flavonoides totais do

extrato de Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart.

Média* DP**
Soélidos sollveis em etanol 7,07 0,18
Fendis totais 2,70 0,20
Flavonoides totais 19,37 0,81

Legenda: * % para solidos sollveis em etanol e pg/mL do extrato para fendis e flavonoides totais.
*DP é o0 desvio padr@o. n = 2 para sélidos soluveis em etanol e n = 9 para fendis e flavonoides totais.
Fonte: Laboratdrio de Produtos Naturais, UNIAN-SP.

4.1.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. representada
pela concentracao do extrato capaz de eliminar 50% dos radicais livres presentes no
tubo (CEso) foi 32,07 pug/mL.
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4.2 Atividade antimicrobiana sobre culturas plancténicas

4.2.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

N&o foi possivel determinar as CIM dos micro-organismos testados devido a

turbidez do extrato de barbatimé&o e coloracdo do meio, conforme Figura 6.

Figura 6 — Leitura da CIM das bactérias anaerobias

Legenda: Fn = F. nucleatum, Pe = P. endodontalis, Pg = P. gingivalis, e Pm = P. micra.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.2 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

O extrato de barbatiméo foi efetivo sobre F. nucleatum, apresentando CBM
de 50 mg/mL. Por outro lado, sobre as demais bactérias P. endodontalis, P.

gingivalis e P. micra, CBM maior que 100 mg/mL foi determinada (Quadro 1).

Quadro 1 - Concentracdes Bactericidas Minimas do extrato glicélico de

Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart. sobre micro-organismos anaerobios

Bactérias CBM

F. nucleatum 50 mg/mL
P. endodontalis > 100 mg/mL
P. gingivalis > 100 mg/mL
P. micra > 100 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Atividade antimicrobiana do extrato sobre biofilmes

O extrato de barbatimdo reduziu significativamente o biofiime de F.
nucleatum no tempo de 5 min, enquanto o controle apresentou 4,19 x 10° UFC/mL
0S grupos tratados com extrato e com clorexidina 0,12% ficaram abaixo de 1,54 x
10° UFC/mL. Em percentual a reducéo foi de 64, 95, 65 e 98 para as concentracdes
de 50, 100, 200 mg/mL e clorexidina, respectivamente. A concentracdo de 100
mg/mL foi a mais eficaz e foi estatisticamente semelhante a clorexidina. Em 24 h a
reducdo proporcionada pelo extrato ficou entre 99 e 100%, maior do que a
proporcionada pela clorexidina (28%). O controle teve um crescimento de 1,08 x 10°
UFC/mL e a clorexidina apresentou cerca de 934,4 x 10 enquanto 0S grupos
tratados com o extrato apresentaram de 0 a 4,4 x 10% UFC/mL. (Figura 7).



Figura 7 — Valores médios (+ desvio padréo) de UFC/mL e percentual de reducao de

biofilmes de Fusobacterium nucleatum expostos ao extrato de barbatiméo

F. nucleatum - 5 min B
P<0.0001
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P =0,0001
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E CLX
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2.0x10°
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Legenda: CLX = clorexidina 0,12%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A —
UFC /mL de F. nucleatum exposto ao extrato por 5 min (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P <0,05); B —
percentual de reducdo do biofilme de F. nucleatum exposto ao extrato por 5 min; C — UFC/mL de F.
nucleatum exposto ao extrato por 24 h; D — percentual de reducéo do biofime de F. nucleatum
exposto ao extrato por 24 h. (n = 8. Kruskal-Wallis, teste de Dunns, P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

O controle do biofilme de P. endodontalis apresentou crescimento de 6,3 X
108 UFC/mL enquanto os grupos tratados apresentaram crescimentos de 1,05 x 10°
(50mg/mL); 0,99 x 10° (100 mg/mL); 0,28 x 10° (200 mg/mL) e 0,08 x 10°
(clorexidina 0,12%). Assim, tanto o extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart quanto a
clorexidina foram capazes de reduzir cerca de 100% do biofilme no tempo de
exposicdo de 5 min. J& em 24 h, a concentragdo de 25 mg/mL foi capaz de reduzir
54% do biofilme (6,5 x 108 UFC/mL), 50 e 100 mg/mL reduziram mais de 99% do
biofilme (11,87 x 102 e 1,25 x 10% UFC/mL, respectivamente) e a clorexidina reduziu
73% do biofilme (3,19 x 108 UFC/mL). Estatisticamente, as reducdes proporcionadas
pelo extrato a 50 e 100 mg/mL e pela clorexidina foram significativas quando
comparadas ao controle (Figura 8).
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Figura 8 — Valores médios (+ desvio padrédo) de UFC/mL e percentual de reducao de

biofilmes de Porphyromonas endodontalis expostos ao extrato de barbatimao

A P. endodontalis - 5 min B
1 Ex10%+ P =0,0005 P. endodontalis -5 min
! 0 mg/mL P =0,8392
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25 mg/mL B B 4 25mg/mL
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50-
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Legenda: CLX = clorexidina 0,12%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A —
UFC /mL de P. endodontalis exposto ao extrato por 5 min; B — percentual de reducédo do biofilme de
P. endodontalis exposto ao extrato por 5 min; C — UFC/mL de P. endodontalis exposto ao extrato por
24 h; D — percentual de reducéo do biofiime de P. endodontalis exposto ao extrato por 24 h. (n = 8.
Kruskal-Wallis, teste de Dunns, P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 9, pode-se observar que o0 extrato de barbatimédo foi
significativamente eficaz sobre o biofilme de P. gingivalis nos dois tempos testados.
Em 5 min, o barbatimdo proporcionou redugdo de 100% do biofilme nas
concentracdes de 50 mg/mL (5,0 x 10* UFC/mL), 100 mg/mL (8,4 x 10* UFC/mL) e
200 mg/mL (8,8 x 10* UFC/mL) assim como a clorexidina (0,25 x 104 UFC/mL). Em
24 h, as concentracdes de 25 mg/mL (1,02 x 107 UFC/mL), 50 mg/mL (0,3 x 10°
UFC/mL) e 100 mg/mL (0,02 x 10° UFC/mL) também foram estatisticamente
semelhantes a clorexidina (0 UFC/mL) e reduziram 100% desse biofilme.
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Figura 9— Valores médios (+ desvio padrdo) de UFC/mL e percentual de reducéo de

biofilmes de Porphyromonas gingivalis expostos ao extrato de barbatimao
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Legenda: CLX = clorexidina 0,12%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A —
UFC /mL de P. gingivalis exposto ao extrato por 5 min (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P < 0,05); B —
percentual de reducéo do biofilme de P. gingivalis exposto ao extrato por 5 min; C — UFC/mL de P.
gingivalis exposto ao extrato por 24 h; D — percentual de reduc¢do do biofilme de P. gingivalis exposto
ao extrato por 24 h. (n = 8. Kruskal-Wallis, teste de Dunns, P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

O extrato de Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart causou total reducéo
de P. micra em todas as concentragfes testadas tanto em 5 min quanto em 24 h. Ja
a clorexidina promoveu reducéo total do biofiime em 5 min, mas em 24 h apresentou
crescimento de 1,56 x 10° UFC/mL enquanto o controle teve crescimento de 3,75 x
108 UFC/mL. Em percentual a reducdo promovida pela clorexidina representou 83%.
A acdo da clorexidina foi estatisticamente semelhante a do extrato quando
comparados em relagdo ao crescimento, porém em percentual, o extrato foi mais

eficaz do que a clorexidina (Figura 10).
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Figura 10 - Valores médios (+ desvio padrao) de UFC/mL e percentual de reducéo

de biofilmes de Parvimonas micra expostos ao extrato de barbatiméo
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Legenda: CLX = clorexidina 0,12%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A —
UFC /mL de P. micra exposto ao extrato por 5 min; B — percentual de reduc&o do biofilme de P. micra
exposto ao extrato por 5 min; C — UFC/mL de P. micra exposto ao extrato por 24 h; D — percentual de
reducdo do biofilme de P. micra exposto ao extrato por 24 h. (n = 8. Kruskal-Wallis, teste de Dunns, P
<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

4 4 Citotoxicidade do extrato

O extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart ndo afetou a viabilidade celular em
relacdo ao controle de macrofagos RAW 264.7 nas concentracdes de 200; 100 e 50
mg/mL; porém na concentragdo de 25 mg/mL houve reducdo significativa da
viabilidade celular de RAW 264.7 expostos ao extrato por 5min. J& quando expostos
ao extrato vegetal por 24 h, nenhuma das concentracdes analisadas (100, 50 e 25

mg/mL) afetou a viabilidade celular em comparacéao ao controle (Figura 11).
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Figura 11- Valores médios (+ desvio padrdo) da viabilidade celular de macréfagos
murinos (RAW 264.7) expostos ao extrato de barbatiméo

A

n B .
Stryphnodendron ba_rbat:man Stryphnodendron barbatiman
RAW 264.7 5 min 20 RAW 264.7 24h
0.6+ N 109,7% ) 7
103;@ o7.1% A WZAM 0 mg/mL 1005% 0 mg/mL
- A 25 mg/mL 8 15] 100% 96,3% A B 25 mg/ml
5 g1 A 89,3% A T EEA 50 mg/mL
2 EZ 50 mg/mL o 9
04 = 100 oL S ) - £ 100 mg/mL
P mg/m k= ==
2 200 mg/mL 3
] g R
0.2
- i
% ===
0.0-

*(%) Percentual de viabilidade celular

*(%) Percentual de viabilidade celular

Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A — viabilidade celular de
RAW 264.7 expostos ao extrato por 5 min, B — viabilidade celular de RAW 264.7 expostos ao extrato
por 24 h. (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

O extrato vegetal diminuiu significativamente a viabilidade dos fibroblastos
murinos (L929), em todas as concentracdes avaliadas apds exposicdo de 5 min,
porém, no tempo de 24 h as concentracdes de 100, 50 e 25 mg/mL néo
proporcionaram queda significativa da viabilidade (112,8; 108,4 e 100,1%,
respectivamente), sendo semelhantes ao grupo controle (100% viaveis), conforme a

Figura 12.

Figura 12 — Valores médios (+ desvio padrdo) da viabilidade celular de fibroblastos

murinos (L929) expostos ao extrato de barbatiméo
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Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A — viabilidade celular de L929
expostos ao extrato por 5 min, B — viabilidade celular de L929 expostos ao extrato por 24 h. (n = 8.
ANOVA, teste de Tukey, P < 0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.
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As concentracdes de 25, 100 e 200 mg/mL do extrato de S. barbatiman
(Vell.) Mart, em 5 min, ndo apresentaram reducdo da viabilidade celular
estatisticamente significativa sobre queratindcitos humanos (HACAT), enquanto a
concentracdo de 50 mg/mL proporcionou uma reducao significativa desta linhagem,
porém acima de 70% de células viaveis. No tempo de exposicdo de 24 h, a
concentracdo de 50 mg/mL aumentou significativamente a viabilidade celular
(134,4%), a concentragcdo de 100 mg/mL também aumentou a viabilidade dos
gueratindcitos, mas estatisticamente foi semelhante tanto ao aumento proporcionado
por 50 mg/mL quanto ao grupo controle. O extrato de barbatimdo na concentragao
de 25 mg/mL reduziu significativamente a viabilidade celular de HACAT (42,5%) no
tempo de 24 h (Figura 13).

Figura 13 - Valores médios (+ desvio padrdo) da viabilidade celular de

gueratinécitos humanos (HACAT) expostos ao extrato de barbatiméao
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Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. A — viabilidade celular de
HACAT expostos ao extrato por 5 min, B — viabilidade celular de HACAT expostos ao extrato por 24
h. (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P <0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Genotoxicidade do extrato

Em macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 foram contados 5 MN no
grupo tratado com o extrato de barbatiméo na concentracdo de 50 mg/mL e 8 MN no

grupo tratado com 100 mg/mL. Esses resultados foram estatisticamente
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semelhantes ao grupo tratado somente com meio DMEM (2 MN), conforme Figura
14.

Figura 14 - Valores médios (+ desvio padrdo) da frequéncia de micronlcleos em
macréfagos murinos (RAW 264.7) expostos ao extrato de barbatiméo

RAW 264.7

Numero de Microntcleos

g

*( ) Contagem total de microntucleos
em 2000 células

Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. (n = 3. ANOVA, teste de
Tukey, P <0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 15 demonstra que a concentracdo de 50 mg/mL do extrato de
barbatimdo (15 MN) demonstrou atividade sobre o material genético de L929
estatisticamente semelhante tanto ao grupo tratado com meio DMEM (3 MN) quanto
ao grupo tratado com EMS (31 MN). J& a concentracdo de 100 mg/mL (11 MN) foi
semelhante ao grupo tratado com DMEM para essa linhagem celular.



Figura 15 - Valores médios (+ desvio padrao) da frequéncia de micronucleos em
fibroblastos murinos (L929) expostos ao extrato de barbatiméo
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Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. (n = 3. ANOVA, teste de
Tukey, P <0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A contagem de micronudcleos em queratinécitos humanos (HACAT) foi de 12
MN no grupo tratado com extrato vegetal na concentragcédo de 50 mg/mL e 18 MN no
grupo tratado com 100 mg/mL. A frequéncia do grupo tratado com DMEM foi de 2
MN e a do grupo tratado com EMS foi de 13 MN. Todas as frequéncias foram

estatisticamente semelhantes conforme Figura 16.
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Figura 16 - Valores médios (+ desvio padrdo) da frequéncia de microndcleos em
queratinécitos humanos (HACAT) expostos ao extrato de barbatiméo
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Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. (n = 3. ANOVA, teste de
Tukey, P <0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Atividade anti-inflamatéria do extrato

Na figura 17A pode ser observado que a concentracdo de 100 mg/mL
estimulou a sintese de IL-13 acima do nivel basal, porém abaixo do nivel
apresentado pelo grupo exposto apenas ao LPS. A concentracdo de 100 mg/mL nao
inibiu a sintese de IL-13 no grupo com LPS, uma vez que os niveis desta citocina
foram semelhantes ao grupo exposto ao LPS e nédo tratado com o extrato. A
concentracdo de 50 mg/mL estimulou os macrofagos a liberacdo de IL-13 acima do
grupo induzido por LPS, bem como acima do nivel de producdo basal dos
macréfagos ndo estimulados. Além disso, ndo foi capaz de inibir a producéo de IL-13
nos grupos tratados com 50 mg/mL do extrato vegetal e exposto ao LPS.
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A sintese de IL-6 foi estimulada pelo extrato na concentragdo de 100 mg/mL,
pois ficou acima do nivel basal, porém se manteve abaixo da produ¢do demonstrada
pelo grupo estimulado apenas com o LPS. Por outro lado, essa concentracdo nao
inibiu a sintese de IL-6, uma vez que o nivel dessa interleucina foi maior no grupo
tratado com 100 mg/mL do extrato e exposto ao LPS do que no grupo que foi
estimulado somente com o LPS. Na concentracdo de 50 mg/mL, o extrato de
barbatimdo ndo estimulou a liberacdo de IL-6 visto que o nivel desse grupo foi
semelhante ao nivel basal, porém essa concentracéo nao inibiu a sintese de IL-6 no
grupo tratado com 50 mg/mL e exposto ao LPS, pois o nivel de IL-6 foi mais alto
nesse grupo do que no grupo exposto apenas ao LPS (Figura 17B).

A Figura 17C demonstra que o extrato de barbatimdo na concentracdo de
100 mg/mL estimulou a liberacdo da IL-17 tanto quanto o LPS uma vez que o nivel
do grupo tratado somente com 100 mg/mL foi semelhante ao nivel do grupo
estimulado apenas com LPS. A concentracdo de 100 mg/mL n&o foi capaz de inibir a
sintese de IL-17 uma vez que o nivel dessa citocina no grupo tratado com essa
concentracdo e exposto ao LPS foi maior do que o do grupo estimulado apenas com
LPS. Em 50 mg/mL, o extrato estimulou a sintese de IL-17 e n&o inibiu sua liberagcéo
visto que o grupo tratado apenas com essa concentracdo e o grupo tratado com 50
mg/mL e exposto ao LPS demonstraram niveis de IL-17 maiores do que o do grupo
estimulado somente com LPS.

Conforme a Figura 17D, o extrato de barbatimdo aumentou a sintese de
TNF-a acima do nivel basal, porém abaixo do nivel do grupo tratado apenas com
LPS, nos grupos tratados com as concentracdes de 100 ou 50 mg/mL e também no
grupo tratado com 100 mg/mL e exposto ao LPS. O extrato vegetal ndo inibiu a
sintese de TNF-a no grupo tratado com 50mg/mL e exposto ao LPS uma vez que o
nivel desta citocina apresentado por esse grupo foi semelhante ao nivel
demonstrado no grupo tratado somente com LPS.

Na Figura 17E pode-se observar que o extrato ndao estimulou a liberagcéo da
IL-10 tanto na concentracdo de 100 mg/mL quanto na de 50 mg/mL uma vez que 0s
grupos tratados com estas concentracdes apresentaram niveis semelhantes ao nivel
basal. Além disso, o extrato ndo foi capaz de inibir a liberacdo da IL-10, pois os
grupos tratados com 100 ou 50 mg/mL do extrato e expostos ao LPS apresentaram

niveis de IL-10 maiores que o nivel do grupo tratado apenas com LPS.
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Figura 17 - Efeito do extrato de Stryphnodendron barbatiman (Vell.) Mart. sobre a
producao de citocinas em RAW 264.7 desafiados e ndo desafiados com LPS

A IL-1p B L6 c L7

D TNF-u E IL-10

pa/mL

Legenda: Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios + desvio
padrdo (em pg/mL) de: A — IL-1B3, B — IL-6, C — IL-17, D - TNF-a e E — IL-10. (n = 8. ANOVA, teste de
Tukey, P <0,05).

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

A ampla resisténcia aos medicamentos antimicrobianos bem como o
aumento na procura por medicamentos fitoterapicos levou a procura por novos
farmacos, principalmente de origem vegetal, nos Ultimos anos. Para um
medicamento ser aprovado para uso humano ele deve ser eficaz para o tratamento
a que se propde oferecendo 0s menores riscos possiveis a saude e,
preferencialmente, ser de baixo custo.

A andlise fitoquimica do extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart. demonstrou
um teor de fendis totais de 0,27%, abaixo do teor encontrado por Santos-Filho et al.
(2011) em um extrato aquoso, uma fracdo aquosa do extrato e um extrato etandlico
elaborados a partir das folhas de S. adstringens (Mart.) Coville que variou de 23,93 a
34,94%. Em relacdo ao teor de flavonoides totais, nesse estudo foi encontrado
1,937%, enquanto que no estudo de Santos-Filho et al. (2011) foi encontrado entre
3,63% a 6,44%. Os solidos soluveis em etanol do extrato utilizado nesse estudo foi
7,06%. Nao foram encontrados dados a respeito desse parametro na literatura
consultada.

Para estabelecer a atividade antioxidante, esse estudo utilizou as
substancias referéncia propolis verde (11,33 pug/mL) e prépolis vermelha (8 pug/mL).
Quanto menor o valor encontrado nesse teste, mais alta € a atividade antioxidante
da substancia ou extrato estudado. A atividade antioxidante do extrato de
barbatiméo foi de 32,07 pug/mL, considerada alta. Todos os estudos consultados
também relataram alta atividade antioxidante para extratos e fragbes de extratos
feitos a partir tanto da casca do caule quanto das folhas de barbatim&o (Santos-Filho
et al., 2011, Pinto et al., 2015; Sabino et al., 2017).

Nesse estudo, sobre as culturas planctbnicas a menor concentracdo
bactericida do extrato vegetal encontrada foi de 50 mg/mL para F. nucleatum. Por
outro lado, Miranda et al. (2008) relataram CIM = 2 mg/mL de uma solugcéo do
extrato hidroalcodlico de barbatimdo para P. gingivalis. Karygianni et al. (2014)
avaliaram extratos das folhas e frutos da oliveira, da resina produzida pela aroeira e
duas fracbes do extrato das partes aéreas de |. viscosa sobre P. gingivalis, F.

nucleatum e P. micra e encontraram CIM variando de 0,07 a 10 mg/mL. Pathan et al.
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(2017) testaram enxaguatorio bucal comercial HiOra ([HiOra Mouthwash, Himalaya
Drug Company, Bengaluru, India.], no qual cada grama apresenta: Salvadora
persica, 5 mg; Terminalia bellirica, 10 mg; Piper beetle, 10 mg; Mentha spp 1,6 mg;
Trachyspermum ammi 0,4 mg e 6leo de Gaultheria fragrantissima 1,2 mg e Elettaria
cardamomum 0,2 mg) sobre P. gingivalis e F. nucleatum e encontraram CIM de 50 e
25 pg/mL, respectivamente.

Em um estudo que avaliou a atividade antisséptica do extrato de barbatimao
sobre cepas de S. aureus, S. epidermdis e E. coli, ndo foi possivel visualizar a
turvacdo nos tubos para determinacdo da CIM por conta da coloracdo do extrato
Souza et al. (2007), assim como ocorreu nesse estudo.

Por outro lado, os biofilmes foram susceptiveis a acdo do extrato de S.
barbatiman (Vell.) Mart. tendo uma reducdo minima de 54% do biofilme de P.
endodontalis apos 24 h de exposi¢cdo. Nao foram encontrados na literatura estudos
que relatassem o efeito de produtos do barbatimdo sobre biofiimes dos micro-
organismos anaerdbios avaliados nesse estudo, demonstrando a importancia da
apresentacao destes resultados. Karched et al. (2015) avaliaram o comportamento
de culturas planctbnicas e biofilmes mono e polimicrobianos de seis espécies
periodontais por oito dias, como F. nucleatum, P. gingivalis e P. micra. Os autores
concluiram que, apesar de ndo terem a presenca de colonizadores iniciais e serem
colonizadores tardios, todas as espécies foram capazes de formar biofilme.
Entretanto, esse estudo demonstrou que F. nucleatum e P. micra cresceram em
maior quantidade nos biofilmes monomicrobianos enquanto que P. gingivalis teve o
crescimento favorecido em biofilme polimicrobiano. Sabe-se que os biofilmes séo
estruturas multi espécies e que a presenca de alguns micro-organismos pode alterar
alguns fatores como viruléncia e resisténcia do biofilme (Jorge, 2012; Récas,
Siqueira Junior, 2018) o que poderia explicar a alta sensibilidade dos biofilmes
testados nesse estudo frente ao extrato de barbatimdo uma vez que eram todos
mono espécie.

Embora néo tenha sido possivel encontrar estudos que tivessem relatado a
acao de barbatim&o sobre biofilmes de espécies periodontopatogénicas, na literatura
podem ser encontrados trabalhos com outros produtos naturais, com destaque para
suco concentrado de cranberry que nao teve acao sobre biofiime de P. gingivalis

formado por 48 h (Labrecque et al., 2006). Por outro lado, Yamanaka et al. (2007)
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avaliaram a acao da fracdo fendlica de suco concentrado de cranberry sobre biofilme
de duas espécies, P. gingivalis (cepas ATCC 33277 e FDC381) e F. nucleatum
(cepas ATCC 25586, TDC 2 e TDC 20). As cepas foram combinadas entre si e 0
biofilme foi formado por 24 h. Os resultados mostraram reducdo de todos os
biofilmes nas duas concentragdes testadas, 250 e 500 pg/mL.

Trés estudos utilizaram biofilmes polimicrobianos formados por S. mutans,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus rhamnosus, Actinomyces viscosus, P.
gingivalis e F. nucleatum por 64 h. Badet e Quero (2011) testaram dois tipos de mel
de manuka (Leptospermum scoparium), o tipo 1 apresenta o fator exclusivo de
manuka (FEM) de 30+ e o tipo 2 apresenta FEM de 16+. O FEM representa a
poténcia antibacteriana do mel comparado a um anti-séptico padrao (fenol). Esse
estudo demonstrou que ambos foram capazes de reduzir até 100% o biofilme
polimicrobiano na concentracdo de 500 pg/mL, porém na concentracdo de 200
pg/mL o tipo 1 reduziu o biofilme totalmente e o tipo 2 apresentou uma leve reducéo
do biofilme multi espécies. Furiga et al. (2008) testaram extrato de uva vermelha, de
vinho tinto e da casca de pinheiro, todos polifendélicos, sobre o biofilme citado
anteriormente. O extrato de vinho tinto ndo teve agcdo sobre o biofilme, porém os
extratos de uva vermelha e de casca de pinheiro (2000 pg/mL) reduziram
significativamente as bactérias, sendo que 0s estreptococos e as cepas anaerdbias
foram os mais sensiveis. Em 2013, Furiga et al. avaliaram a acdo de polifendis de
semente de uva (Vitis vinifera) e fluoreto de amina, separadamente e associados,
sobre o biofilme citado anteriormente. Os autores relataram que todos 0os compostos
reduziram significativamente as bactérias, mas a associacdo proporcionou maior
indice de reducao do biofilme, além disso os estreptococos e P. gingivalis foram as
mais sensiveis.

Também foi demonstrado que o extrato etandlico de Hottuynia cordata
reduziu o biofilme de F. nucleatum formado por 24 h de maneira dose dependente
(Sekita et al., 2016) e o decocto das folhas dessa planta a 10% também inibiu
significativamente a formacé&o de biofilme de F. nucleatum (Sekita et al., 2017). Ja os
compostos derivados de plantas a-mangostin e lawsone metil éter reduziram
significativamente o biofiime de P. gingivalis formado por 24 h de maneira dose
dependente, e a associagédo dos dois compostos foi mais eficaz do que isolados na
concentracéo de 12,5% (Nittayananta et al., 2018).
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Em relacdo a citotoxicidade de S.barbatiman (Vell.) Mart., nesse estudo foi
verificado que RAW 264.7 apresentou viabilidade celular entre 65,6 e 109,7% no
tempo de exposicdo de 5 min e de 89,3 a 100,5% no tempo de 24 h. A linhagem
L929 demonstrou viabilidade celular entre 50,5 e 69,2% em 5 min e de 100,1 a
112,8% em 24 h de exposi¢do ao extrato. Os queratindcitos humanos da linhagem
HACAT expostos por 5 min apresentaram entre 75,9 e 94,6% de viabilidade celular
em 5 min e entre 42,5 e 134,4% em 24 h. A norma ISO 10993 trata da avaliacdo
biolégica de produtos para a saude e estabelece que a viabilidade celular para
testes in vitro deve ser = 70% para que a substancia testada seja considerada
segura, portanto, esses resultados demonstram que o extrato pode ser citotoxico
num primeiro momento, porém em um contato prolongado o barbatimdo tem um
efeito proliferativo, evidenciado principalmente nos fibroblastos e queratinécitos,
corroborando seu uso como cicatrizante. Ishida et al. (2006) verificaram que taninos
provenientes da casca do caule de barbatimé&o foi pouco citotoxico para as linhagens
celulares J774G8 e Vero pelo método da sulforodamina B, porém o ponto de corte
desse estudo foi 50%. Oliveira et al. (2013) testaram o extrato da casca de S.
adstringens (Mart.) Coville sobre RAW 264.7 pelo teste de MTT e descreveram
viabilidade celular de 65% para a concentracao de 12,5 mg/mL e acima de 70% para
as outras concentracdes testadas (50; 25 e 3,13 mg/mL). Outro estudo com extrato
proveniente da casca de barbatimdo e teste de MTT demonstrou viabilidade celular
acima de 90% para a linhagem THP-1 (Henriques et al., 2016). Em 2017, Sabino et
al. testaram o efeito citotdxico de um extrato feito a partir das folhas S. barbatiman
(Vell.) Mart. sobre células de cancer de mama das linhagens MCF-7 e MDA-MB-435,
e também, sobre cultura priméaria de células da medula de ratos pelo método da
sulforodamina B e concluiram que o mesmo foi citotoxico sendo o ponto de corte
50%. Com isso, a maioria dos estudos consultados sobre a citotoxicidade de
extratos de barbatimao, assim como o presente estudo, demonstram in vitro que seu
uso é seguro.

Os ensaios sobre genotoxicidade do extrato de S. barbatiman (Vell.) Mart.
foram realizados com as concentracbes de 50 e 100 mg/mL que nao foram
genotoxicas para macrofagos murinos (RAW 264.7). Na concentracdo de 100
mg/mL, o extrato ndo foi genotdxico para fibroblastos murinos (L929), porém a 50
mg/mL foi constatada similaridade ao grupo exposto ao agente genotéxico EMS. Em
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relacdo a genotoxicidade do extrato sobre queratindcitos humanos (HACAT), uma
homogeneidade entre os grupos experimentais foi constatada. Todos os estudos
sobre a atividade genotoxica ou antigenotdxica de S. barbatiman (Vell.) Mart.
encontrados na literatura utilizam células da medula 6ssea de camundongos ou de
ratos. Silva-de-Andrade et al. (2006) utilizaram o extrato etandlico de barbatimao nas
concentracdes de 50, 100 e 200 mg/Kg e verificaram que as duas concentracdes
mais altas reduziram a genotoxicidade causada pela mitomicina C. Outro estudo
demonstrou que a fracdo rica em proantocianidinas da casca do caule de S.
adstringens (Mart.) Coville ndo foi genotéxica nas doses de 750, 1500 e 2000 mg/Kg
e ainda conferiu protecdo ao material genético das células dos grupos tratados com
ciclofosfamida na concentracdo de 750 mg/mL, a Unica testada para essa atividade
(Costa et al., 2010). Em 2011, Santos-Filho et al. relataram a atividade
antigenotoxica de extratos aquoso e etandlico das folhas de barbatimdo sobre
genotoxicidade causada por ciclofosfamida. Por outro lado, Chaves et al. (2017)
concluiram que a solucdo aquosa de barbatimdo (S. adstringens (Mart.) Coville) foi
genotoxica na concentracdo de 30 mg/mL para eritrocitos de camundongos tratados
com mitomicina C.

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, foi possivel observar que o
extrato sem LPS s6 aumentou a liberacdo da IL-1B8 e da IL-17 na concentracdo de
50 mg/mL em niveis mais altos do que o do grupo tratado apenas com LPS. Por
outro lado, quando o extrato foi associado a estimulacdo com LPS houve aumento
de todas as citocinas estudadas, menos do TNF-a que sofreu redugdo na
concentracdo de 100 mg/mL, mas foi semelhante ao grupo tratado somente com
LPS no grupo tratado com 50 mg/mL. Oliveira et al. (2013) também relataram
aumento da IL-1B8 em RAW 264.7 tratados com 50 mg/mL de extrato de barbatimao,
porém nesse trabalho a mesma concentracdo reduziu a liberagcdo de TNF-a o que
nao ocorreu no presente estudo. A reducdo de TNF-a também foi relatada por
Henriques et al. (2016), esse estudo utilizou mondcitos humanos (THP-1) e o extrato
de S. adstringens (Mart.) Coville nas concentracbes de 250, 125 e 62,5 pg/mL.
Autores sugeriram que exista um sinergismo entre extratos vegetais e LPS
aumentando a resposta inflamatoria (Henriqgues et al., 2016). Esse fendmeno
também foi observado nesse estudo uma vez que todos 0s grupos contendo extrato
de barbatim&o e LPS induziram maior liberacdo de citocinas quando comparados
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com 0s grupos tratados somente com a mesma concentracdo do extrato vegetal.
N&o foram encontrados estudos sobre a agdo do barbatimdo sobre outras citocinas
na literatura.

Nesse estudo a liberagcdo de IL-6 ndo foi aumentada pelo extrato na
concentracdo de 50 mg/mL e foi pouco aumentada pela concentragcdo de 100
mg/mL, uma vez que ficou entre o nivel basal e o grupo estimulado apenas com
LPS. Porém, nos grupos estimulados com LPS e tratados com o extrato vegetal nas
concentracfes de 50 e 100 mg/mL a liberacdo de IL-6 foi maior do que no grupo
tratado apenas com LPS. Entretanto, sabe-se que essa interleucina apresenta tanto
propriedades anti-inflamatérias quanto pro-inflamatorias. Estudos demonstraram que
a IL-6 apresenta duas formas de ativacdo celular, a classica e a trans-sinalizacéo. A
ativacao classica representa a ligacdo da interleucina ao seu receptor especifico (IL-
6R) presente nas membranas de hepatdcitos, megacariocitos e alguns leucocitos,
como os macroéfagos. Ja a trans-sinalizacdo ocorre quando a IL-6 se liga a forma
soltvel de IL-6R (sIL-6R) e esse complexo se liga a gp130 na superficie celular e
ativa as células que ndo apresentam o IL-6R em suas membranas. Esses estudos
sugerem que a ativacdo classica gera respostas bioldgicas correspondentes a
atividade anti-inflamatéria enquanto a trans-sinalizagdo induz respostas pro-
inflamatdrias (Opal, DePalo, 2000; Scheller et al., 2011; Wolf et al., 2014; Chiesa et
al., 2015).

Os resultados obtidos para IL-17 demonstram que a liberacdo dessa
interleucina foi estimulada pelo extrato de barbatimdo uma vez que todos 0s grupos
tratados com o extrato, adicionado ou ndo ao LPS, foram estatisticamente
semelhantes ou superiores ao grupo tratado somente com LPS. Esse resultado pode
ser decorrente do fato de que outras interleucinas, como IL-1 B, IL-6 e TNF,
estimulam a producdo da IL-17 (Zenobia, Hajishengallis, 2015; Abusleme,
Moutsopoulos, 2017). Embora a IL-17 também possa apresentar propriedades anti-
inflamatorias (Sadeghi et al., 2018), trata-se de uma citocina predominantemente
pro-inflamatéria. Estudos demonstram que a inflamacdo amplificada pela IL-17
facilita o estabelecimento de uma comunidade microbiana patogénica no ambiente
bucal, favorecendo quadros de periodontite (Abusleme, Moutsopoulos, 2017).

A IL-10 se manteve em niveis basais nos grupos tratados somente com o

extrato de barbatimdo, porém nos grupo tratados com o extrato vegetal e LPS o0s
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niveis dessa interleucina foram maiores do que o do grupo tratado somente com
LPS, nesse estudo. A IL-10 é reconhecida como a principal citocina capaz de regular
a atividade imunoldgica devido a suas propriedades imunossupressoras, pois, sabe-
se que essa citocina inibe a producao de IL-1, TNF- a e outras quimiocinas. Porém,
estudos demonstram que a IL-10 também pode apresentar atividades que
aumentam a resposta imunologica, como: inducdo de células B e producdo de
anticorpos IgG, proliferagcéo e ativagdo de células Natural Killer (NK) e aumento da
citotoxicidade de linfécitos T CD8* (Blackburn, Wherry, 2007; Cho et al., 2015;
Geginat et al.,, 2016). Além disso, alguns estudos demonstram que, ao reduzir a
resposta imunoldgica do hospedeiro, a IL-10 pode favorecer o estabelecimento de
infeccbes virais crénicas especialmente de HIV, HBV e HCV (Blackburn, Wherry,
2007) e também pode dificultar a resolucdo de infec¢cdes bacterianas, fungicas e
virais, mas a resposta imune amplificada pelo bloqueio da IL-10 pode favorecer
casos de choque séptico (Cho et al., 2015). Portanto, nem sempre seu aumento tem

consequéncias desejaveis.
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6 CONCLUSAO

Mart.:

Esse estudo permitiu concluir que o extrato glicélico de S. barbatiman (Vell.)

a) Apresentou alta atividade antioxidante;

b) Foi eficaz sobre biofilmes de F. nucletaum, P. endodontalis, P. gingivalis
e P. micra reduzindo de 54 a 100% dos mesmos;

c) Nao foi citotdéxico para macrofagos e fibroblastos murinos em 24 h de
exposicdo, nem para queratinécitos humanos em 5 min e algumas
concentracbes (50 e 100 mg/mL) aumentaram a viabilidade dos
queratindcitos em 24 h;

d) Né&o foi genotoxico para a linhagem RAW 264.7. A concentracdo de 100
mg/mL néo foi genotoxica para L929;

e) O extrato reduziu a liberacdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a e
aumentou a liberagdo das demais citocinas estudadas quando associado
ao LPS.
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ANEXO A -Laudo do fabricante do extrato glicélico de barbatimao
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EXTRATO GLICOLICO DE BARBATIMAO

Nome Cientifico: Stryphnodendron barbatiman M / Leguminosas STRYPHNODENDRON
INCI: Barbatiman Extract

N°® CAS: 57-55-6; 64-17-5;, 7732-18-5; 26172-55-4/2682-20-4;, 99-76-3

Parte Utilizada: Casca

Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS
Planta rica em tanino (chega até 50%), substancia corante (avermelhada).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicolico de Barbatimio tem ag¢éo adstringente, anti-séptica, antiinflamatoria.

Utilizado em preparagdes capilares no combate a oleosidade, caspa e seborréia, em produtos para afecgdes
da pele e mucosa.

Podera ser incorporado em: cremes, loges cremosas e hidroalcodlicas, em shampoos, géis, sabonetes,
mascaras faciais, logdes de limpeza e outros produtos cosméticos.

Indicado somente para uso externo em concentragdes de até 5%.

Atenco: O Extrato Glicolico de Barbatiméo deve ser adicionado no final da preparagdo cosmeética, com o
produto em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricagéo.
Obs.:
e Podera ocorrer formagdo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
e Alteragdes da cor sdo esperadas por modificagdes dos compostos coloridos das planta

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alonso, J.R.; Tratado de Fitomedicina—Bases Clinicas e Farmacologicas. ISIS Ediciones SRL, 1998.
Balmé, F.; Plantas Medicinais. Ed. Helmus, 1994.

Coimbra, R.; Manual de Fitoterapia. Ed. CEJUP, 1994.

Av. Gentil de Moura, 194 CEP 04278 080 Ipiranga S#o Paulo SP Tel/Fax 55 (11) S061.5282
mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br



