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Ramos LP. Extratos glicolicos de Pfaffia paniculata K e Juglans regia L.: avaliagdo do
potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio, citotoxico e genotoxico [tese]. Sdo José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia ; 2020.

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana atingiu propor¢des alarmantes em todo o mundo, sendo
que na Europa mortes causadas por micro-organismos multirresistentes superam os
indices de mortalidade da AIDS, tuberculose e a gripe. Assim a fitoterapia desponta
no combate a esta problematica, com as diversas atividades biolégicas de plantas e
seus derivados. Portanto os objetivos do presente estudo foram avaliar a agao
antimicrobiana, anti-inflamatéria, citotoxicidade, genotoxicidade e constituigao
fitoquimica dos extratos glicolicos de P. paniculata e J. regia. A agédo sobre bactérias
anaerobias (Porphyromonas gingivalis, P. endodontalis, Parvimonas micra e
Fusobacterium nucleatum) foi realizada por meio dos testes de microdiluigdo em caldo
(Protocolo M11-A8 - CLSI) e sobre biofilmes monotipicos. Ja a agdo sobre aerdbios
foi realizada sobre 3 cepas de Klebsiella pneumoniae multirresistente, com testes
sobre culturas planctdnicas (Protocolo M7-A9) e biofilmes; Foi realizada a verificagao
da atividade antimicrobiana sobre biofilmes heterotipicos de Candida albicans
associada a Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans ou
Pseudomonas aeruginosa. A citotoxicidade e a genotoxicdade dos extratos foram
avaliadas sobre macréfagos de camundongos (RAW 264.7) e queratindcitos humanos
(HaCat) pelos testes de MTT e micronucleos, respectivamente. O potencial anti-
inflamatdrio foi verificado dosando os niveis de TNF-a, IL-10 e IL-13 pelo teste de
ELISA. Os dados obtiveram distribuicdo normal sendo a analise estatistica realizada
por ANOVA e Tukey (p<0,05%). Os extratos de P. paniculata e J. regia promoveram
CMM de 50 mg/mL para as anaerdbias. Os biofilmes de P. gingivalis e P. micra foram
eliminados com 100 e 200 mg/mL dos extratos (5 min) e com as concentragdes de 50
e 100 mg/mL por 24 h; F. nucleatum e P. endodontalis obtiveram redu¢des variando
de 80 a 90%. Os biofilmes heterotipicos de C. albicans e S. mutans obtiveram
reducdes de até 80% apds contato por 5 min. com J. regia e 71% para P. paniculata.
Os biofilmes multirresistentes de K. pneumoniae obtiveram reducgdes na atividade
metabdlica de até 67,9%. P. paniculata promoveu viabilidade celular variando de
61,1% a 133,8% sobre queratindcitos humanos apdés 24 h de contato com as
concentragdes de 12,5 a 0,39 mg/mL, enquanto J. regia obteve 43,9 a 128,4% de
viabilidade. Os macréfagos de camundongo obtiveram viabilidade de 18,1 a 101,9%
com P. paniculata e 35,4 a 60,6% para J. regia. P. paniculata promoveu a redugao
nos niveis da citocina pré-inflamatéria IL-13 e aumento nos niveis da citocina anti-
inflamataria IL-10. Ja J. regia promoveu a redugéo da citocina pré-inflamatéria TNF-a.
Ambos os extratos n&do promoveram genotoxicidade frente as linhagens celulares. A
analise fitoquimica evidenciou a presencga de benzofenonas e acido cafeoilquinico nos
extratos de P. paniculata e J. regia, respectivamente. Em conclusao, os extratos de P.
paniculata e J. regia demonstraram ag&o antimicrobiana sobre bactérias aerdbias e
anaerobias e multirresistentes com destaque a eliminagdo dos biofiimes de P.
gingivalis, P. endodontalis, P. micra e K. pneumoniae (multirresistentes). Os extratos



demonstraram a auséncia de toxicidade e genotoxicidade conforme tempo de
aplicacao e concentracao utilizada, além de possuirem potencial anti-inflamatério.

Palavras-chave: Antibacterianos. Fitoterapia. Anti-inflamatério.  Resisténcia
microbiana a medicamentos. Pfaffia paniculata. Juglans regia.



Ramos LP. Glycolic extracts of Pfaffia paniculata K and Juglans regia L: evaluation of
antimicrobial, anti-inflammatory, cytotoxic and genotoxic potential [doctorate thesis]
Séo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2020.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance has reached alarming proportions worldwide, with deaths in
Europe caused by multi-resistant microorganisms exceeding the mortality rates from
AIDS, tuberculosis and influenza. Thus phytotherapy emerges in the fight against this
problem, with the various biological activities of plants and their derivatives. Therefore,
the objectives of the present study were to evaluate the antimicrobial, anti-
inflammatory, cytotoxicity, genotoxicity and phytochemical constitution of the glycolic
extracts of P. paniculata and J. regia. The action on anaerobic bacteria
(Porphyromonas gingivalis, P. endodontalis, Parvimonas micra and Fusobacterium
nucleatum) was carried out by means of broth microdilution tests (Protocol M11-A8 -
CLSI) and on monotypic biofilms. The action on aerobes was performed on 3 strains
of multi-resistant Klebsiella pneumoniae, with tests on planktonic cultures (Protocol
M7-A9) and biofilms; The verification of antimicrobial activity on heterotypic biofilms of
Candida albicans associated with Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans or Pseudomonas aeruginosa was also performed. The
cytotoxicity and genotoxicity of the extracts were evaluated on mouse macrophages
(RAW 264.7) and human keratinocytes (HaCat) by MTT and micronucleus tests,
respectively. The anti-inflammatory potential was assessed by the ELISA test, TNF-a,
IL-10 and IL-18 levels were measured. The data obtained a normal distribution and the
statistical analysis was performed by ANOVA and Tukey (p <0.05%). The extracts of
P. paniculata and J. regia promoted CMM of 50 mg / mL for anaerobes. The biofilms
of P._gingivalis and P. micra were eradicated with 100 and 200 mg / mL of the extracts
(6 min) and with the concentrations of 50 and 100 mg / mL (24 hours); F. nucleatum
and P. endodontalis obtained reductions ranging from 80 to 90%. The heterotypic
biofilms of C. albicans and S. mutans obtained reductions of up to 80% after contact
for 5 minutes with J. regia and 71% for P. paniculata. The multidrug-resistant strains
of K. pneumoniae obtained reductions in metabolic activity of up to 67.9%. The P.
paniculata extract promoted cell viability ranging from 61.1% to 133.8% on human
keratinocytes after 24 h of contact with concentrations of 12.5 to 0.39 mg / mL, while
J. reqia obtained 43, 9 to 128.4% viability. Mouse macrophages obtained viability from
18.1 to 101.9% with P. paniculata and 35.4 to 60.6% for J. regia. P. paniculata
promoted a reduction in the levels of the pro-inflammatory cytokine IL-18 and an
increase in the levels of the anti-inflammatory cytokine IL-10. J. regia promoted the
reduction of the pro-inflammatory cytokine TNF-a. Both extracts did not promote
genotoxicity against cell lines. Phytochemical analysis showed the presence of
benzophenones and caffeoylquinic acid in the extracts of P. paniculata and J. reqia,
respectively. In conclusion, the extracts of P. paniculata and J. regia demonstrated
antimicrobial action on aerobic and anaerobic and multiresistant bacteria, with
emphasis on the elimination of the biofilms of P. gingivalis, P. endodontalis and P.
micra, as well as the reductions of the biofilms of K. pneumoniae multidrug-resistant.
The extracts demonstrated the absence of toxicity and genotoxicity according to the




time of application and concentration used, in addition to having anti-inflammatory
potential.

Keywords: Anti-Bacterial agents. Phytotherapy. Anti-inflammatory. Drug resistance
Pfaffia paniculata. Juglans reqia.




1 INTRODUGAO

Muitos sdo os fatores que levam ao aumento da resisténcia das bactérias
frente aos farmacos antimicrobianos, o uso indiscriminado ou muitas vezes erréneo
do farmaco, as préprias caracteristicas de adaptagcdo dos patogenos, além do
aumento de pacientes imunossuprimidos sdo os fatores mais apontados nos estudos
cientificos. Estudos recentes relacionam até mesmo o uso dos desinfetantes e
produtos quimicos em geral, denominados de biocidas, com o aumento da resisténcia
microbiana aos farmacos antimicrobianos, pois 0 uso das substancias biocidas sao
muito mais frequentes e disseminados na populagdo e muitas vezes possuem 0
mecanismo de acdo muito semelhante ao antibiotico utilizado na clinica médica. Assim
as bactérias sdo capazes de armazenar essas informacgdes dentro de transposons ou
integrinas para posteriormente incorporar esta informagéo ao seu genoma plasmidial
e transferir isto a toda comunidade microbiana (Sargin et al., 2013; Farooqui et al.,
2015; Arepyeva et al., 2017; Paul et al., 2019).

Sejam quais forem as causas, o dado mais alarmante que temos hoje, € que
esta epidemia de escala global causa milhares de mortes ao ano, e dentro de poucos
anos ja nao seremos mais capazes de promover o combate a uma simples infecgao.
Segundo a ganhadora do prémio Nobel de Quimica, Ada Yonath responsavel pela
identificacdo da funcéo dos ribossomos na célula animal, 33.000 europeus morrem ao
ano devido a micro-organismos multirresistentes, esses valores superam o numero de
mortes causadas por doengas como a AIDS, Tuberculose e a gripe. A pesquisadora
salienta ainda que a auséncia de antibidticos eficazes fara com que a expectativa de
vida da populacéo seja de 50 a 60 anos no maximo. A urgéncia no desenvolvimento
de novos farmacos antimicrobianos fez com que a organizagdo mundial da saude
criasse uma lista contendo os patdgenos classificados por ordem de urgéncia em
combate e formulagcdo de uma nova droga, assim espécies como Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e bactérias da familia Enterobacteriaceae
ocupam o topo desta lista, como prioridade critica. (WHO, 2017; Ada Yonath, 2019).

O aumento da resisténcia a farmacos antimicrobianos abrange micro-
organismos aerobios e também anaerobios, sendo o controle dos dois grupos de igual
importancia. Um aspecto interessante observado em alguns sitios de infecgdo € que



a recorréncia e/ou agravamento de infecgdes promove a troca da microbiota, sendo
0S micro-organismos aerobios substituidos por anaerobios, como no caso de
infecgdes periodontais (Jamal et al., 2015). Dentro deste contexto, a cavidade oral
demostra uma microbiota mais rica em bactérias anaerobias, assim como indicou Aw
V. (2016) onde demostrou a prevaléncia das espécies Fusobacterium nucleatum
(11.7-44%), Parvimonas micra (5— 28%), Porphyromonas endodontalis (5—-61%),
Porphyromonas gingivalis (6.7— 30%) e o género Prevotella spp. (16.7-50%), em
infeccbes periapicais. Porém, as infecgdes por bactérias anaerdobias nao ficam
restritas a s6 um sitio, envolvendo também pacientes em pos-operatorio com
infecgdes intra-abdominal, infecgdes ginecologicas, pulmonar e infecgdes teciduais.
Casos recorrentes de rinosinusite, onde a doenca se cronifica também tem
apresentado altas taxas de prevaléncia do grupo de anaérobios (Ananth-shenoy et al.,
2016; Brook I. 2016; Kuang et al., 2018; Abe et al., 2018).

Diante da problematica global na busca pelo combate aos micro-organismos,
diversas terapias foram exploradas a fim de elucidar seu real potencial antimicrobiano,
assim a fitoterapia desponta como um importante ramo de pesquisas, na busca por
demonstrar o real potencial bioldgico de plantas e derivados. O uso da fitoterapia para
o tratamento de doengas remete a milhares de anos e esse conhecimento provindo
do conhecimento popular € muito disseminado na cultura oriental, indigena, entre
outras, possuindo diversos frutos, raizes e arvores com diversas propriedades a se
explorar (Pardeep Sharma et al., 2013; Farooqui et al., 2015).

Pfaffia paniculata € uma raiz conhecida popularmente como Ginseng
brasileiro. Pertencente a familia Amarenthaceae, € uma planta nativa da regiao
Neotropical, que se estende pelos trépicos cruzando o sul do México, bacia
Amazonica, Minas Gerais, Santa Catarina, Parana até a Baia Blanca na Argentina
(Freitas et al., 2009; Rodrigues et al., 2013). Existe uma grande confusdo em torno da
denominacao de Pfaffia paniculata, sendo também denominada Hebanthe eriantha,
Hebanthe paniculata, Pfaffia eriantha, entre outros. Isso é devido as divisdes em tribos
que a familia Amaranthaceae possui, sendo elas Pfaffia Mart., Hebanthe Mart. e
Serturnera Mart. A fim de promover uma melhor caracterizacdo das espécies
presentes no Brasil, Marchioretto et al. (2010) promoveram uma revisdo de taxons na
qual buscaram distinguir melhor a tribo Pfaffia mart, identificando 22 espécies de
Pfaffia em solo brasileiro.
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Estudos recentes que caracterizem a constituicdo de P. paniculata sao
escassos, Shiobara et al. (1993) foram os pioneiros nessa busca identificando um
terpeno policiclico denominado acido pfaffico, esse acido € o composto que distingue
a espécie P. paniculata de P. glomerata, sendo a ultima composta por acido glomeérico.
As duas espécies sao semelhantes morfologicamente sendo sua diferenciagéo
possivel apenas através dessas moléculas (Leal et al., 2010). Rates e Gosmann
(2002) identificaram outras moléculas com importantes efeitos bioldgicos, além do
acido pfaffico foram descobertas outras 6 classes de saponinas. Essas saponinas séao
glicosideos que foram denominados pfafosideos, como a molécula possui 6 fragdes,
eles as distinguiram por letras (Pfaffosideo A, B, C, D, E e F). Sao creditados a essa
classe de compostos o maior efeito bioldgico da raiz, sendo eles os responsaveis pelo
combate a células tumorais e os efeitos anti-inflamatérios (Leal et al., 2010). Takemoto
et al. (1983) e Nishimoto et al. (1984) reportaram a presenca de alguns esterdis na
composi¢ao da raiz, sendo eles B-ecdisterona, sitosterois e estigmasterol, além de
outras moléculas como Flavonoides e alantoinas. Esses compostos sdo amplamente
utilizados na industria farmacéutica e seus efeitos estédo relacionados a regeneragao
celular e protegao da pele, promovendo hidratagéao e agao anti-inflamatéria (Freitas et
al., 2004; Felipe et al., 2014).

Seguindo a cultura popular a raiz é utilizada para o tratamento de diversas
doengas como disturbios gastricos, tratamento de diabetes, reumatismo e
principalmente como ténico revigorante, porém as pesquisas cientificas focam apenas
em alguns ramos de acdo do extrato, como o potencial anti-inflamatério e a
capacidade de combater células tumorais. da Silva et al. (2010) avaliaram a agéo do
extrato da raiz em ratos com hepatocarcinoma, os animais que foram tratados com o
extrato de P. paniculata apresentaram diminui¢cao da proliferacdo de células tumorais
e aumento da apoptose das células tumorais. Nagamine et al. (2009), analisando a
acao do extrato butandlico em linhagem de células neoplasicas MCF-7, verificaram
severas deformagdes morfoldgicas nas células, com alteragbes nos componentes
citoplasmaticos e nucleares. Costa et al. (2015) avaliaram o efeito anti-inflamatério do
extrato de P. paniculata, através da indu¢cdo de uma doenca inflamatoria intestinal em
ratos que apds foram tratados por 14 dias com doses do extrato da raiz, com o
tratamento os ratos apresentaram redugao nos niveis das citocinas IL-13, INF-y, TNF-
ae IL-6.
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A atividade antimicrobiana de Pfaffia paniculata € pouco conhecida sendo o
trabalho de nossa equipe um dos estudos pioneiros na buca por elucidar esse
potencial biolégico. Testado sobre cepas ATCC 4352 de Klebsiella pneumoniae o
extrato glicolico da P. paniculata foi capaz de reduzir a forma planctdnica e o biofilme
do micro-organismo, onde foram evidenciados os valores 12,5 mg/mL como CIM e
25 mg/mL como CMM. Em biofilme o extrato aplicado por 5 min. foi capaz de reduzir
a biomassa de K. pneumoniae em 55,7% e a atividade metabdlica em 72,3% (Paula-
Ramos et al., 2016).

Em um estudo prévio (ainda ndo publicado), nosso grupo avaliou a agao do
extrato glicélico de P. paniculata sobre cepas de Candida albicans, os resultados
obtidos demostraram reduc¢des significativas, com valores de CIM e CMM em 50 e
100 mg/mL respectivamente. Foi avaliada também a acao do extrato em biofilmes,
onde verificou-se que a aplicacdo do extrato na concentragdo 200 mg/mL por 5 min
promoveu redugao de 45,6% da biomassa de C. albicans e de 77,4% da atividade
metabdlica da levedura, demonstrando seu importante potencial antifungico. Diante
destes resultados, com a evidente susceptibilidade de C. albicans ao extrato, torna-
se interessante avaliar se a interagdo entre a levedura e as bactérias aerdbias
promoverao maior susceptibilidade do biofilme misto a aplicagdo do extrato, além
disso, com base na escassez de informacgdes sobre a atividade antimicrobiana de P.
paniculata, somado aos resultados sobre K. pneumoniae, torna-se de interesse avaliar
sua agao sobre micro-organismos anaerébios e também aerdbios, a fim de tragar seu
espectro de agao antimicrobiana.

Além de P. paniculata diversos outros extratos ainda s&o pouco estudados
quanto a seus potenciais bioldgicos, assim podemos citar Juglans regia. Conhecida
popularmente como Nogueira, essa arvore produz frutos com grande potencial
econdmico, ela pertence a familia Juglandaceae sendo nativa do sudeste da Europa,
onde é utilizada popularmente para o tratamento de diversas doencgas (Fernandez-
Agull6 et al., 2013; Muzaffer, et al 2018).

Estudos envolvendo a utilizagdo do extrato de J. regia, indicam que a arvore
e seus frutos possuem diversas finalidades terapéuticas, como atividade anti-
inflamatadria, anti-oxidante, antimicrobiana, anticancerigenas, depurativas e diuréticas,
exibindo varios constituintes o qual fomentam estes mecanismos (Almeida et al., 2008;
Hosseini et al., 2014; Farooqui et al., 2015). Na pesquisa sobre a constituigdo do oléo
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essencial de J. regia, ja se foram identificados 38 diferentes constituintes, com
predominancia de hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos, tais como [3-
pineno, [-cariofileno, limoneno. Estes constituintes apresentam importantes
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas por vezes apresentam
efeitos analgésicos e estimulantes (Ruberto et al., 2000; Verma et al., 2013; Joshan
et al., 2013; Panth et al., 2016).

Muzaffer et al. (2019) verificaram que J. regia possui a capacidade de proteger
as ceélulas epiteliais humanas da radiacdo UVB, os autores utilizaram a administracao
de 80 ug/ml do extrato de flores macho de J. regia sobre cultura de queratinécitos
humanos (HaCat) o qual haviam obtido uma exposi¢ao de 20 mJ/cm2 de raios UVB.
As células que receberam a aplicagao do extrato demonstram uma grande diminuig&o
dos marcadores do fotoenvelhecimento celular, demonstrando assim sua acéao
moduladora na resposta inflamatéria causada pela radiagdo UVB.

Sao creditados também a J. regia a atividade antineoplasica, como
demonstrado no estudo de Li et al. (2019), em que o extrato etandlico da casca verde
da arvore promove a diminuigdo da taxa de crescimento das células neoplasicas do
esofago de humanos, utilizando as linhagens KYSE150 e EC9706. Os pesquisadores
apontam que diversas proteinas conhecidas como marcadores da alteracéo
neoplasica sdo diminuidos apos a aplicacao do extrato, alem de promover a apoptose
celular.

Extratos naturais podem possuir inumeros efeitos biolégicos, porém, poucos
desses insumos sao investigados a fundo. As pesquisas que avaliam o potencial
biolégico de P. paniculata e J. regia se mostram restritas a duas areas, como atividade
anti-inflamatdria e potencial anti-tumoral, entretanto, os extratos naturais podem
conter moléculas com diversas finalidades terapéuticas. Associando este contexto
com a problematica do crescente aumento de micro-organismos multirresistentes a
farmacos antimicrobianos, torna-se importante investigar as diversas finalidades
biolégicas que esses extratos podem possuir, a fim de elucidar suas propriedades
terapéuticas, determinando assim sua aplicabilidade em um processo infecioso de
interesse meédico-odontologico.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a agdo antimicrobiana,

citotoxicidade, potencial anti-inflamatorio, genotoxicidade, atividade supressora de

radicais livres, além da composig¢ao fitoquimica dos extratos glicélicos de Pfaffia

paniculata K. e Juglans regia L.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a)

avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos glicélicos de Pfaffia
paniculata e Juglans regia sobre cepas-padrao (ATCC) de
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Parvimonas
micra e Fusobacterium nucleatum em cultura plancténica, verificando a
concentragao inibitéria minima (CIM), concentragao microbicida minima
(CMM) e também sua agéo antibiofilme;

avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de Pfaffia paniculata e
Juglans regia sobre cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae,
verificando a concentragado inibitéria minima (CIM), concentragao
microbicida minima (CMM) e também sua ac¢éo antibiofilme;

avaliar a atividade antibiofilme dos extratos sobre biofiimes heterotipicos
de Candida albicans associada a uma bactéria, sendo elas
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans ou

Pseudomonas aeruginosa;
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avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos sobre culturas de
macrofagos de camundongo (RAW 264.7) e queratinécitos humanos
(HaCat), pelo ensaio de MTT e teste de micronucleos;

avaliar a atividade anti-inflamatoria do extrato sobre culturas de
macrofagos de camundongo (RAW 264.7) estimulados por
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, pela produgéo de citocinas
pré e anti-inflamatérias (IL-1B, TNF-a e IL-10);

avaliar a constituicdo fitoquimica dos extratos através da cromatografia
Liquida de camada Gasosa (HPLC);

avaliar a atividade supressora de radicais livres dos extratos.

21



3 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata K. (lote:
PRODO19544) e Juglans regia L. (lote: PRODO18746) da empresa Mapric (S&o
Paulo, SP), com os devidos laudos e especificagdes (Anexos), comprovando a
autenticidade das espécies vegetais. O extrato de P. paniculata foi preparado a partir
da prépria raiz, enquanto o extrato de J. regia foi preparado a partir das folhas da
arvore, ambos foram formulados na concentragéo de 20% (200 mg/mL do extrato)

incorporados a 80% de propilenoglicol.

3.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana do extrato

A avaliagdo antimicrobiana foi realizada sobre diferentes espécies
microbianas de interesse médico-odontolégico, sendo elas de metabolismo
anaerdbios, aerdbios e também com perfil multirresistente a farmacos

antimicrobianos.

3.1.1 Anaerdbios

A acdo antimicrobiana sobre anaerobios foi avaliada sobre as cepas de
referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) de Porphyromonas gingivalis
(W83), Porphyromonas endodontalis (ATCC 35406), Parvimonas micra (ATCC 33270)
e Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), provenientes do Laboratério de
Endodontia da faculdade de Odontologia de Bauru — USP.
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3.1.1.1 Determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao

microbicida Minima (CMM) para os micro-organismos anaerébios

Para a determinagao da CIM foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protocolo M11-A8 (2012).
Para isso os in6culos foram preparados em solucao salina estéril 0,9%, a partir de
culturas crescidas em agar Brucella (Himedia, Mumbai, India) enriquecido com
sangue de carneiro desfibrinado (5%) (New Prov, Pinhais, Brasil), Hemina (1%)
(Merck, Darmstadt, Germany) e Menadiona (1%) (Merck, Darmstadt, Germany) com
48 h incubacdo em cémara de anaerobiose (Whitley DG250 Workstation, UK). A
padronizacdo dos indculos foi realizada através da escala McFarland, utilizando a
escala 0,5 correspondente a concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL.

O teste foi realizado em microplacas de 96 pogos, onde cada grupo
experimental abrigou 8 diferentes diluicdes dos extratos testados, variando de 50 a
0,39 mg/mL, realizando o procedimento em duplicata. Para isso, foram adicionados
100 pL/pogo do caldo Brucella (Himedia, Mumbai, India) enriquecido com sangue de
carneiro desfibrinado (5%) (New Prov, Pinhais, Brasil), Hemina (1%) (Merck,
Darmstadt, Germany) e Menadiona (1%) (Merck, Darmstadt, Germany). Apos adicéo
do meio de cultivo em todos os pogos de cada grupo experimental, foram adicionados
100 pL dos extratos apenas no primeiro pogo de cada grupo, de onde foram realizadas
10 diluigbes seriadas do extrato. Em seguida foi adicionado 100 uL/pogo do in6culo
do microorganismo, respeitando cada grupo experimental. Apds incubagéo de 48 h
em camara de anaerobiose, a CIM foi determinada no ultimo pogo de cada grupo
experimental que ndo apresentou turvagao, indicando da auséncia de crescimento
microbiano.

Para determinagdo da CMM dos extratos foi necessario semear 10 yL da CIM,
bem como 10 pL de uma concentragao acima e de uma concentragcao abaixo dela em
agar Brucella enriquecido. Apds 48 h de incubagdo em cédmara de anaerobiose, a
menor concentracdo que n&o apresentou crescimento de colonias, foi determinada
como a CMM.
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3.1.1.2 Avaliagdao da atividade antimicrobiana do extrato sobre biofilmes

monotipicos de bactérias anaerdébias

Para a formagao dos biofilmes foram preparadas suspensdes microbianas, a
partir de culturas com 48 h de crescimento em agar Brucella enriquecido com sangue
(5%), Hemina (1%) e Menadiona (1%). As suspensdes foram preparadas a partir da
diluicdo das colbnias bacterianas em solugao salina estéril a 0,9% (figura 1), seguido
pela padronizagdo com escala McFarland utilizando a turbidez 0,5 correspondente a
concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL. Apds, as suspensdes padronizadas foram
distribuidas em placas de microtitulagao de 96 pogos (TPP, Suiga) no volume de 100
uL/pogo, em seguida foram adicionados 100 pL/pogo do Caldo Brucella enriquecido
com sangue (5%), Hemina (1%) e Menadiona (1%) para nutrigdo do biofilme. As
placas foram incubadas em camara de anaerobiose por 168 h/37°C, com troca do
meio de cultivo a cada 48 h.
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Figura 1 - Preparo do Biofilme monotipico das bactérias anaerdbias

Elig

Diluicao das ‘Padronlzagéo em
colénias em NaCl 0,5 na escala em anaerobiose por
0,9% McFarland 168h

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.1.1.2.1 Aplicagao dos tratamentos e contagem de UFC/mL

Passado o periodo de formacéo de cada biofilme, o mesmo foi colocado em
contato com os extratos separadamente, pelos periodos de 5 min. utilizando as
concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL (Figura 2), e o periodo de 24 h que utilizou as
concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL. Como controle negativo foi utilizado solugéo
salina estéril (0,9%) e como controle positivo foi utilizada a solugdo de digluconato de
clorexidina a 0,12%. Posteriormente a aplicagao dos tratamentos, os biofilmes foram
lavados por 3 vezes com solugdo salina estéril (0,9%), apos a realizagado da ultima
lavagem foram adicionados 100 uL/pogo para promover a desagregagao dos biofilmes

formados no fundo da placa, realizada através do homogeneizador ultrassénico
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(Sonoplus HD 2200 — Bandelin Eletronic) com poténcia de 50 W pelo tempo de 30

segundos.

Figura 2 - Aplicagao dos tratamentos sobre os biofilmes formados por 168 h

e
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Apods desagregacéo, as solugdes contidas na microplaca de 96 pogos foram
diluidas seriadamente na base 10, para cada grupo experimental, utilizando as
diluigdes 102, 10* e 10°® para semeadura em agar Brucella enriquecido com sangue
(5%) Hemina (1%) e Menadiona (1%). Foi utilizado o volume de 10 pl para a
semeadura, seguido pela incubac&o das placas por 48 h em cadmara de anaerobiose.
Foram realizados 3 experimentos independentes, com 4 repeticbes cada, totalizando
n=12 para cada grupo experimental.

Apods o periodo de incubacéao, as placas foram submetidas ao processo de

contagem de colbnias, apds a contagem foi aplicado o calculo de contagem de UFC/



ml, considerando os valores de diluicdo empregados. Apds determinagdo da

contagem de UFC/ml os valores foram convertidos em UFC/mlI (Log10).

3.1.2 Aerdbios

A acdo antimicrobiana sobre aerobios foi avaliada de duas formas,
primeiramente foram realizados testes sobre biofilmes heterotipicos compostos pela
levedura C. albicans associada a uma bactéria, sendo elas S. aureus, S. mutans, E.
faecalis ou P. aeruginosa. A segunda verificagdo do potencial antimicrobiano dos
extratos sobre micro-organismos aerobios foi realizada sobre culturas planctonicas e
biofilmes monotipicos de Klebsiella pneumoniae multirresistentes a farmacos
antimicrobianos.

Para os testes em biofilmes heterotipicos foram utilizadas as cepas de
referéncia de Candida albicans (ATCC 18804), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Enterococcus faecalis (ATCC 4083), Streptococcus mutans (ATCC 35688) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Curso de Odontologia do ICT — UNESP.

A avaliagdo antimicrobiana sobre bactérias multirresistentes foi realizada
sobre 3 cepas de K. pneumoniae (400381, 367725 e 386546), provenientes do banco
de cepas do laboratorio Bioclin de Sao José dos Campos, isoladas de amostras de
sangue, urina ou swab anal. O perfil de resisténcia dos isolados clinicos foi verificado
por meio do sistema semi-automatizado AutoScan 4, o qual realiza o teste de
microdiluicdo em caldo para verificar a sensibilidade frente aos antimicrobianos, os

dados de sensibilidade das cepas utilizadas estao expressos no quadro 1.



Quadro 1 - Perfil de resisténcia dos isolados clinicos

367725 386546 400381
Amicacina INT SEN RES
Amoxilina + Ac. Clavulanico RES RES RES
Ampicillina RES RES RES
Ampicillina-sulbactam RES RES RES
Aztreonam RES RES RES
Cefepime RES RES RES
Cefotaxime RES RES RES
Ceftazidime RES RES RES
Cefuroxima RES RES RES
Ciprofloxacina RES RES RES
Colistina SEN SEN SEN
Gentamicina RES RES RES
Ertapenem RES RES RES
Fosfomicina RES RES RES
Imipenem RES RES RES
Levofloxacino RES RES RES
Meropenem RES RES RES
Piperacillina-tazobactam RES RES RES
Tigeciclina INT RES SEN
Tobramicina RES RES RES
Trimetropim-sulfametaxazol RES RES RES

Legenda: SEN — Sensivel, INT - Intermediario - RES - Resistente.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor



3.1.2.1 Determinagao da CIM e CMM sobre aerébios multirresistentes

Para a determinagdo da CIM e CMM foi utilizado o protocolo M7-A9, segundo
a CLSI, que discorre sobre o método de microdiluigdo em caldo em bactérias aerdbias.
Para isso, inicialmente foram preparados as suspensodes bacterianas, a partir de
culturas crescidas em agar Brain Hearth Infusion - BHI (Himedia, Mumbai, India) com
24 h de incubacgao a 37°C. As colbnias foram diluidas em solugao salina estéril (0,9%)
e ap6s padronizadas em espectrofotdmetro (Micronal B582, Sao Paulo, Brasil) na
concentragéo de 108 UFC/mL.

Apos foi realizado a diluigdo dos extratos glicélicos em caldo Mueller Hinton
(Himedia, Mumbai, India) em placas de microtitulagdo de 96 pogos, para isso 100
ul/pogo do caldo foram dispensados em 10 pogos de cada grupo experimental, em
seguida 100 pl do extrato de P. paniculata ou de J. regia foram adicionados apenas
no primeiro pogo de cada grupo, de onde foram realizadas 10 diluigcbes seriadas. Os
testes foram realizados em duplicata. Apdés o preparo das diluigdes, os grupos
experimentais receberam a adigdo de 100 pl/pogo da suspensao padronizada dos
micro-organismo, com posterior incubagao da placa de microtitulagéo por 24 h/ 37°C.
Passado o periodo de incubacéao foi realizada a verificacdo da turbidez dos pocos,
onde o primeiro pogo que contivesse a menor concentragdo do extrato e nao
apresentasse turvacio, indicativo da auséncia de crescimento microbiano, 0 mesmo
foi selecionado como a CIM.

A CMM foi determinada a partir da semeadura de aliquotas retiradas da
microplaca de 96 pocos, onde a aliquota com menor concentragao do extrato que néo
apresentasse crescimento de colénias em agar BHI com 48 h de incubagéo a 37°C foi

determinada como Concentragdo microbicida minima.

3.1.2.2 Biofilmes heterotipicos e monotipicos de aerébios
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Para a estruturagdo dos biofilmes monotipicos e heterotipicos primeiramente
foi realizada a preparagcdo das suspensdes microbianas, onde colbnias dos
respectivos microorganismos foram diluidas em solugao salina estéril (0,9%). Apds as
suspensdes foram padronizadas em espectrofotbmetro, na concentragdo de 10’
UFC/mL, em seguida as mesmas foram distribuidas em placas de 96 pogos conforme
cada grupo experimental, sendo que os biofilmes heterotipicos foram constituidos de
50 pl/pogo da suspensao padronizada de C. albicans e 50 pl/poco da suspensao de
uma das bactérias aerdbias, sendo elas S. aureus, S. mutans, E. faecalis ou P.
aeruginosa. Ja os biofilmes monotipicos de K. pneumoniae foram estruturados a partir
de 100 pl/pogo da suspenséo padronizada. Os biofilmes foram nutridos com 100
ul/pogo de caldo BHI, com renovagao do meio de cultivo em 24 h. As microplacas
foram mantidas em estufa a 37°C por 48 h, apos incubacédo foram destinadas aos

seus respectivos tratamentos.

3.1.2.2.1 Aplicagao dos tratamentos sobre biofilmes heterotipicos e monotipicos
de aerébios

Os biofilmes heterotipicos foram tratados utilizando a aplicagdo das
concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL do extrato de P. paniculata ou J. regia pelo
tempo de 5 min. Como controle negativo foi utilizada solu¢do salina estéril a 0,9%.
Para a aplicagao dos extratos pelo tempo de 24 h sera utilizado as concentra¢gdes de
100, 50 e 25 mg/mL dos respectivos extratos, o qual serao diluidos em meio de cultivo
BHI para que possa haver nutricdo aos micro-organismos durante o tempo de
aplicagdo. Como controle negativo foi utilizada a aplicagéo do caldo BHI. Os biofilmes
monotipicos das cepas multirresistentes de K. pneumomoniae foram tratados apenas
pelo periodo de 5 min. utilizando as concentragées de 100, 50 e 25 mg/mL, como
controle negativo se foi utilizado a aplicagao de solugéo salina estéril a 0,9%.

Ao término do tempo de aplicagdo dos tratamentos, os mesmos foram
descartados, seguido pela lavagem por 3 vezes com 200 pl/pogo de solugéo salina a
0,9% para remocao das células afetadas pelos tratamentos. Os biofilmes foram
encaminhados aos testes de mensuracao da densidade da biomassa (teste de cristal
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violeta) ou entdo para o teste de avaliagdo da atividade metabdlica dos micro-
organismos (teste de MTT).
3.1.2.2.2 Avaliagao da biomassa pelo teste do cristal violeta

Apos o termino dos processos de tratamento e lavagem dos respectivos
biofilmes, foram adicionados 200 uL/ pogco de metanol por 20 min. para fixacdo do
biofilme, em seguida o metanol foi retirado e a placa foi incubada a 37°C por 24 h.
Apds secagem foram adicionados 200 pL/ pogo de cristal violeta a 1% (V/V) por 5
min., o corante foi retirado, e lavagens com solugao fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e
com acido acético a 33% (V/V) foram realizadas. Em seguida a placa foi lida em leitora
de microplaca e as densidades 6pticas convertidas na biomassa do biofilme, através

da férmula abaixo:

% reducao da biomassa = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

3.1.2.2.3 Atividade metabdlica dos micro-organismos pelo teste de MTT

Apos submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi encaminhado para
o teste de MTT, para isso foram adicionados 200 uL/pogo da solugéo de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) mantida em contato com as
células microbianas por 1 hora em estufa a 37°C, ao abrigo da luz. Passado o periodo
de incubacédo a solugdo de MTT foi retirada seguido pela adigdo de 200 pL de
Dimetilsuféxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a 37°C por 10
min. e colocada no Shaker sobe agitacdo constante por 10 min. Apds a placa sera foi
em leitora de microplaca em 570 nm, as densidades Opticas obtidas serdo convertidas,
através da formula abaixo, em percentual de atividade metabdlica das células do

micro-organismo:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)
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3.2 Testes em células

Foram realizadas as analises da atividade citotoxica, genotoxica dos extratos
de P. paniculata e J. regia sobre as linhagens de macréfagos de camundongos (RAW
264.7) e queratinécitos humanos (HaCat) (Figura 3). A analise anti-inflamatéria foi
realizada sobre macréfagos de camundongos (RAW 264.7). Ambas as células séo
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro - Associacédo Técnico Cientifica
Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).

Figura 3 - Culturas celulares reativadas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino

HaCat

Queratinocitos humanos

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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3.2.1 Cultivo, manutengao e contagem celular

As linhagens de células (RAW 264-7 e HaCat) foram cultivadas em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), com alta
concentragédo de glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Invitrogen, Nova York, EUA) e mantidas em frascos de cultivo celular (TPP, Suiga),
incubadas em estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica e 5% de CO..

Durante o processo de expanséao celular o meio de cultivo foi substituido a
cada 48 h e a partir do momento em que se fosse observado o estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacao de mais de 70% do frasco,
as mesmas foram repassadas para frascos de cultivo maiores ou utilizadas para os
testes.

Para a desagregacéo celular, a monocamada de células foi removida do
assoalho do frasco de cultura, com auxilio de um varredor celular (para RAW 264.7)
ou tripsina (para Queratindcitos HaCat). As células suspendidas foram transferidas
para um tubo de centrifugagdo (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) e submetidas a
centrifugacéo por 5 min a 3000 rpm, promovendo assim a remog¢ao do meio de cultivo
consumido, seguido pela substituicdo por meio de cultivo fresco.

Para a contagem celular, aliquotas de 10 e 50uL da suspensédo de células
foram misturadas a 90 e 50 L, respectivamente, ao corante azul de Trypan, obtendo
as diluigdes 1/2 e 1/10. Em seguida as dilui¢des foram transferidas para a camara de
neubauer, onde foi realizada a contagem de células viaveis. Apés contagem dos 4
quadrantes laterais da camara, foi realizada uma média dos resultados obtidos, sendo
a meédia multiplicada pelo valor da diluigdo empregada na contagem, assim, foi obtido
o valor de células por mL de solucdo utilizando o valor de correcdo do volume da
camara (10%).
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3.2.2 Avaliagao da citotoxicidade dos extratos

A avaliagdo da citotoxicidade dos extratos de P. paniculata e J. regia foi
realizada por meio do teste colorimétrico de MTT, avaliando a atividade enzimatica
celular. Para tanto, as culturas de macréfagos de camundongos (RAW 264.7) e
Queratindcitos humanos (HaCat), foram transferidas para microplacas de 96 pogos
(TPP) na concentragédo de 2 x 10* células viaveis e cultivadas em 200 yL de meio
DMEM + 10% SFB. Apos as placas foram incubadas (37°C, com 5% de CO>) por 24
h para a aderéncia celular.

Passado o periodo de incubacao, o sobrenadante foi descartado, e as células
foram expostas aos tratamentos que variaram a concentracdo conforme o tempo de
aplicacdo. Para o periodo de 5 min. de contato com os tratamentos as células
receberam a aplicagcado dos extratos de P. paniculata e J. regia com concentracdes
variando de 200 mg/mL a 0,39 mg/mL, além de solucdo salina a 0,9% como controle
negativo e digluconato de clorexidina a 0,12% como controle positivo, conforme
observado no quadro 2. Os tratamentos aplicados por 24 h contaram com a aplicagao
dos extratos nas concentragdes de 150 a 0,39 mg/mL, como controle negativo foi
utilizado o meio de cultivo DMEM + 10% SFB e como controle positivo foi aplicado a
solugao de digluconato de clorexidina a 0,12% diluida no meio de cultivo DMEM +
10% SFB, obtendo portanto a concentragao de clorexidina a 0,06% (Oliveira et al.,
2013 e 2014).

34



Quadro 2 - Tratamentos realizados sobre as culturas de macréfagos de camundongo
(RAW 264-7), Queratinécitos humanos (HaCat) e Fibroblastos de camundongo (L929)

pelos periodos de 5 min. e 24 h
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5 min. 24 h
Concentragao P, 5. regia Concentragao P, 5. regia
paniculata ’ paniculata ’

200 mg/mL n=10 n=10 150 mg/mL n=10 n=10
100 mg/mL n=10 n=10 100 mg/mL n=10 n=10
50 mg/mL n=10 n=10 50 mg/mL n=10 n=10
25 mg/mL n=10 n=10 25 mg/mL n=10 n=10
12,5 mg/mL n=10 n=10 12,5 mg/mL n=10 n=10
6,25 mg/mL n=10 n=10 6,25 mg/mL n=10 n=10
3,12 mg/mL n=10 n=10 3,12 mg/mL n=10 n=10
1,56 mg/mL n=10 n=10 1,56 mg/mL n=10 n=10
0,78 mg/mL n=10 n=10 0,78 mg/mL n=10 n=10
0,39 mg/mL n=10 n=10 0,39 mg/mL n=10 n=10
Clorex 0,12% n=10 n=10 Clorex 0,06% n=10 n=10
NaCl 0,9% n=10 n=10 DMEM + SFB n=10 n=10

Legenda: Clorex 0,12%: Solugao de clorexidina a 0,12%; Clorex 0,06%: Solugdo de clorexidina a
0,06%; NaCl 0,9%: Solugéo salina estéril a 0,9%; DMEM + SFB: Meio de Eagle modificado por Dulbeco
suplementado com 10% de Sono fetal bovino; n: nimero de repetigdes utilizada por grupo experimental.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Ap0s, os tratamentos foram descartados e os pogos lavados por 3 vezes com

PBS (Phosphate Buffer Saline) (Cultilab, Brasil) para retirar células afetadas pelos

tratamentos. Em seguida, para verificagdo da atividade metabolica da cultura celular,

foi utilizada a solugdo de MTT, preparada a partir da suspensao de 0,5 mg do po de
MTT (Sigma, Missouri, EUA) em 1 mL de DMEM + 10% SFB. A solugéo foi transferida




para as microplacas de 96 pogos no volume de 100 pL/pogo, seguido pela incubagao
ao abrigo da luz (37°C, com 5% de CO2) por 1 h. Posteriormente a solugéo foi
descartada e 100 uL/pogo de dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma) foram adicionados a
placa para expor os cristais de formazina produzidos pela células viaveis. Apods
incubacédo de 10 min. e agitagdo em shaker, por igual periodo, a absorbancia dos
pocos foi lida em leitora de microplacas com comprimento de onda de 570 nm. As
densidades Opticas (DO) obtidas foram convertidas em percentual de viabilidade

celular empregando-se a seguinte formula:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle

3.2.3 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria dos extratos em macréfagos de
camundongos (RAW 264-7)

Foram cultivados em placas de 24 pogos, 5.10° células/mL de macrofagos
(RAW 264.7) por 24 h. Apos o periodo de adesdo celular, o sobrenadante foi
descartado e as células foram destinadas a seus respectivos tratamentos, onde o
extrato de P. paniculata foi aplicado na concentragao de 50 e 25 mg/mL, ja o extrato
de J. regia foi aplicado nas concentragdes de 1,56 e 0,78 mg/mL, ambos diluidos em
meio de cultivo DMEM + 10% de SFB. As concentragdes escolhidas para o teste anti-
inflamatdrio foram baseados em dois aspectos, sendo eles os resultados obtidos pelo
teste citotoxicidade (MTT) e os dados obtidos em literatura, onde o extrato de P.
paniculata apresenta muitos relatos de sua atividade anti-inflamatéria (Rates,
Gosmann 2012; Costa et al.,, 2015) selecionando assim a aplicagdo de uma
concentragdo um pouco mais alta do extrato. Os grupos experimentais contaram ainda
com a aplicagdo dos extratos diluidos em DMEM + 10% de SFB acrescidos de 1
pug/mL/pogo de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (Sigma, Missouri, EUA),
conforme mostra o quadro 3. Os grupos controle foram compostos por aplicacao de
DMEM suplementado com 10% de SFB como controle negativo e como controle
positivo se foi utiizado DMEM + 10% SFB acrescido de 1 pg/mL/pogo de
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lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Apds as placas foram incubadas por 24
h (37°C e 5% de COo).
Quadro 3 - Grupos experimentais da analise anti-inflamatéria dos extratos de P.

paniculata e J. regia

Grupos experimentais Composicao RAW (264-8) HaCat

Controle () DMEM + 10% SFB n=12 n=12

DMEM + 10% SFB +

Controle (+) 1 pg/mL de LPS/mL n=12 n=12
o)

PFA 50 mg/mL DMEEX'Yr'a:;g e/°PSF'ZB ¥ n=12 n= 12
o)

PFA 25 mg/mL DMENM *+ 10% SFB + n=12 n=12

Extrato de PFA

DMEM + 10% SFB +
PFA 50 mg/mL + LPS Extrato de PFA + n=12 n=12
1 yg/mL de LPS/mL

DMEM + 10% SFB +
PFA 25 mg/mL + LPS Extrato de PFA + n=12 n=12
1 yg/mL de LPS/mL

DMEM + 10% SFB +

JUG 1,56 mg/mL Extrato de JUG n=12 n=12
DMEM + 10% SFB + _ _
JUG 0,78 mg/mL Extrato de JUG n=12 n=12
DMEM + 10% SFB +
JUG 1,56 mg/mL + LPS Extrato de JUG + n=12 n=12

1 yg/mL de LPS/mL

DMEM + 10% SFB +
JUG 0,78 mg/mL + LPS Extrato de JUG + n=12 n=12
1 yg/mL de LPS/mL

Legenda: PFA 50 mg/mL: Extrato glicélico de P. paniculata na concentragdo de 50 mg/mL; PFA 50
mg/mL: Extrato glicélico de P. paniculata na concentragdo de 25 mg/mL; JUG 1,56 mg/mL: Extrato
glicdlico de J. regia na concentragéo de 1,56 mg/mL; JUG 0,78 mg/mL: Extrato glicolico de J. regia na
concentragao de 0,78 mg/mL; n: Tamanho amostral dos grupos experimentais.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e armazenado sob refrigeracéo
(-20°C) com posterior quantificagado de citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e TNF-a) e

anti-inflamatéria (IL-10), pelo teste imunoenzimatico (ELISA).



3.2.3.1 Quantificagcao de citocinas - ensaio imunoenzimatico ELISA

Placas de microtitulagdo de 96 pogos (Nunc) foram sensibilizadas com
anticorpos de captura anti-TNF-a, anti-IL-1p ou anti IL-10 de camundongo (Kits R&D
Systems, NE) mantidas overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte, as
placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com soro
albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1 hora. Apds, as placas foram lavadas com PBS-T,
seguido pela adi¢gado dos sobrenadantes da cultura de células (100 uL por pogo) e os
padrées das citocinas com concentragdes conhecidas (curva-padrao). Os testes
foram realizados em duplicata. Apés duas h de contato com os sobrenadantes, as
placas foram lavadas (PBS-T), apds foram acrescentados os anticorpos de detecgéo
anti-TNF-a, anti-IL-13 ou anti-IL-10 marcados com biotina. Apos 2 h de incubagéo a
reacao foi revelada com solugdo contendo substrato cromogénico e peroxido de
hidrogénio. A reagdo colorimétrica foi bloqueada, apds 20 min., com acido sulfurico
2N. As densidades opticas (DO) foram obtidas no leitor de microplacas (Biotek) com
comprimento de onda de 450 nm e analisados estatisticamente através do programa
GraphPad Prism 5.0.

3.2.4 Avaliagao da genotoxicidade dos extratos (teste de micronucleos)

Para o teste, 3x10° células/mL foram cultivadas em microplacas de 96 pogos
com 1 mL de meio DMEM + 10% de SFB por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% COa..
ApOs adeséo celular, as células foram expostas aos grupos experimentais, sendo os
extratos diluidos em DMEM + 10% SFB na concentragao de 50 e 25 mg/mL para P.
paniculata e 1,56 e 0,78 mg/mL para J. regia. O grupo controle negativo recebeu a
aplicagao apenas do meio de cultivo DMEM + 10% de SFB, ja o grupo controle positivo
recebeu a aplicacdo do etilmetano sulfanato - EMS (Sigma, Missouri, EUA) na
concentragdo de 5 mM, ambos os tratamentos aplicados por 24 h.

Apos os tratamentos, as células foram lavadas com PBS por 3 vezes e
incubadas com citocalasina B (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 6 pg/mL por 24 h
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a 37°C em atmosfera de 5% CO: para inibir a citocinese e induzir o acumulo de células
binucleadas. Passado o periodo de incubagao as células foram fixadas em metanol
100% por 20 min, seguido pela coloragdo com DAPI (Sigma, Missouri, EUA), o corante
foi retirado apdés 5 min. de contato com as células, logo apos foram realizadas
lavagens com PBS. A analise dos micronucleos foi realizada em parceria com a Profa.
Dra. Cristina Pacheco Soares, no laboratorio de Dinamica de compartimentos
celulares da Universidade do Vale do Paraiba, utilizando microscopio de fluorescéncia
(Leica DFC310FX) com o aumento de 40X, avaliando 2.000 células/pogo.

3.3 Analise fitoquimica do extrato

A analise fitoquimica do extrato de P. paniculata e J. regia foi realizada em
parceria com a Profa Dra Maria Cristina Marcucci Ribeiro, no Laboratoério de Produtos
Naturais e Quimiometria, Programa de Mestrado Profissional em Farmacia, da
Universidade Anhanguera de S&o Paulo.

3.3.1 HPLC

O extrato foi analisado por cromatografica em HPLC, ode foi usado o método
analitico no equipamento HPLC Merck Hitachi — Lachrom série L7000, existente no
laboratorio de produtos naturais, UNIAN-SP, utilizando na separagao a coluna C18
Lichrochart-Lichrospher Merck (Darmstradt, Alemanha) 100 RP-18 - 5 ym, 12,5 cm,
otimizando-se as condicbes de temperatura e eluicdo, para obtencdo de
cromatogramas que mostram os picos de substancias quimicas passiveis de serem
eleitas marcadores, obtidas em corridas conjuntas no mesmo sistema e com leitura

no detector de rede de diodos (DAD) disponivel no equipamento.
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3.4 Avaliagao da Atividade Supressora de Radicais Livres

A avaliacao foi feita com base na redugcdo do radical 2,2’-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) em solugéo de etanol, o qual apresenta o maximo de absorgéo
a 515-528 nm. Ao fixar um hidrogénio, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-
se uma diminuicdo na absorbancia, o que permite calcular apds estabelecimento do
equilibrio da reagao, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPH
(CE 50).

3.5 Analise estatistica

Os dados que obtiveram distribuicdo normal, avaliada pelos testes de
Kolmogorov e Shapiro wilk, foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA
complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Ja
os dados que nao apresentaram distribuicdo normal foram analisados pelo teste de
Kruskal wallis suplementado pelo teste de Dunn’s com nivel de significancia de 5%
(p=<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia

Devido as multiplas analises realizadas sobre micro-organismos com
diferentes perfis metabdlicos, e em diferentes condi¢cdes, os resultados foram
divididos em 3 subitens, demonstrado o perfil de agado dos extratos sobre bactérias
anaerobias (4.1.1), Biofilmes heterotipicos de bactérias aerdbias associadas a
levedura C. albicans (4.1.2); a analise sobre Klebsiella pneumoniae multirresistente
(4.1.3).

4.1.1 Acao antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre
bactérias anaerdbias

Os extratos glicolicos de P. paniculata e J. regia demonstraram acgao
antimicrobiana sobre as bactérias anaerdbias, causadoras da doenca periodontal,
exibindo valores de CMM além de promover atividade antibiofilme.

4.1.1.1 Acao antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre
culturas planctonicas de bactérias anaerdbias

N&o foi possivel identificar o valor da CIM para ambos os extratos devido a
coloragdo do meio de cultura empregado, haja vista que o0 mesmo € suplementado
com sangue, hemina e menadiona. O extrato de P. paniculata aplicado sobre culturas
planctdnicas de P. gingivalis, P endodontalis, F. nucleatum, P. micra e P. intermedia
demonstrou agao antimicrobiana, obtendo CMM de 50 mg/mL frente a todas as
bactérias testadas.
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O extrato de J. regia também promoveu acado antimicrobiana frente as
bactérias periodontopatogénicas, obtendo CMM de 50 mg/mL do extrato aplicado
sobre P. gingivalis, P endodontalis, F. nucleatum e P. micra.

4.1.1.2 Agéao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre bactérias

anaerodbias

O extrato de P. paniculata aplicado sobre o biofiime de P. gingivalis
demonstrou agao antimicrobiana, onde as concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL
promoveram e erradicacdo total dos biofilmes, apds 5 min. de contato. O extrato
aplicado pelo tempo de 24 h também obteve acao antibiofilme, onde as concentragcdes
de 25 e 50 mg/mL promoveram a redugdo de 96% do biofiime, enquanto a
concentragéo de 100 mg/mL promoveu a erradicacao total do mesmo (figura 4).

O extrato de J. regia demonstrou agao antimicrobiana promovendo a remocéao
total do biofilme de P. gingivalis apds aplicagao das concentragdes de 200, 100 e 50
mg/mL por 5 min. A aplicagado por 24 h das concentragdes de 50 e 25 mg/mL resultou
em redugcao de 96% do biofilme, enquanto a aplicagdo de 100 mg/mL promoveu a

remocao total do biofilme.
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Figura 4 - Acao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia aplicado sobre P.

gingivalis por 5 min. e 24 h
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A aplicacao do extrato de P. paniculata sobre os biofilmes de P. endodontalis
promoveu acao antimicrobiana para ambos os tempos de contato, onde a aplicagao
por 5 min. resultou em 87% de redugédo do biofilme com 50 mg/mL do extrato. As
concentragdes de 100 e 200 mg/mL promoveram respectivamente, as redugdes de 90
e 89%. A aplicagcdo do extrato por 24 h resultou em 90% de redugdo com as
concentragdes de 50 e 25 mg/mL, enquanto a concentragao de 100 mg/mL resultou
em erradicagao total do biofilme (figura 5).

O extrato de J. regia promoveu acgao antibiofilme sobre P. endodontalis, onde

a aplicacao por 5 min. resultou em redugdes de 96 a 98% entre as concentragdes de
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50, 100 e 200 mg/mL. Ja na aplicagéo por 24 h, o extrato nas concentragdes de 25 e
50 mg/mL promoveram redugdes de 90%, enquanto a concentragdo de 200 mg/mL
promoveu a reducgao total do biofilme.

Figura 5 - Acao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia aplicado sobre P.
endodontalis por 5 min. e 24 h
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

O extrato de P. paniculata aplicado sobre o biofiime de F. nucleatum
promoveu agao antimicrobiana, onde as concentragdes de 50, 100 e 200 mg/mL

promoveram a reducgao de 20, 60 e 80% respectivamente. Ja a aplicagao dos extratos
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por 24 h resultaram em reducdes de 65 e 100% apds as concentragdes de 25, 50 e

100 mg/mL.
O extrato de J. regia promoveu as redugdes de 50, 60 e 90% apds contato

com as concentragdes de 25, 50 e 100 mg/ml por 5 min. O extrato aplicado por 24 h
promoveu uma reducao de 90% do biofilme de F. nucleatum com a concentracao de
25 mg/mL, enquanto as concentragdes de 50 e 100 mg/mL promoveram a eliminagda

total do biofilme, como pode ser visto na figura 6.

Figura 6 - Agao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia aplicado sobre F.

nucleatum por 5 min. e 24 h
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O extrato de P. paniculata aplicado por 5 min. sobre o biofilme de P. micra
promoveu a erradicacdo do biofilme em todas as concentragdes testadas. A
concentragao de 25 mg/mL aplicada por 24 h promoveu a redugao de 90% do biofilme
de P. micra, enquanto as concentra¢des de 50 e 100 mg/mL promoveram a redugao
total do biofilme.

O extrato de J. regia aplicado pelo tempo de 5 min. e por 24 h, nas
concentragdes de 200, 100, 50 e 25 mg/mL, promoveu o exterminio total dos biofilmes
de P. micra.

Figura 7 - Agao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia aplicado sobre P.
micra por 5 min. e 24 h
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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4.1.2 Acao antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre

Biofilmes Heterotipicos de micro-organismos aerébios

O extrato de P. paniculata demonstrou agao antimicrobiana frente aos
biofilmes heterotipicos de C. albicans associada a S. mutans promovendo reducdes
de 62,0 a 45,8% na biomassa do biofilme, ambas com significancia estatistica
(p<0.05%), além de promover reducdes de 71,1 a 1,13% na atividade metabdlica dos
micro-organismos, apos contato por 5 min., conforme mostra a tabela 1. O extrato de
J. regia promoveu redugdes na biomassa do biofilme de 48,0%; 56,7% e 55,0% apos
contato com as concentragbes de 200, 100 e 50 mg/mL pelo tempo de 5 min. A
atividade metabolica do biofilme heterotipico também foi afetada pelo tratamento,
onde a concentragao de 200 mg/mL promoveu a redugao de 79,0%, 100 mg/mL
promoveu redugao de 87,3% e por fim a concentragdo de 50 mg/mL promoveu a
redugcdo de 89,2%, ambas as redugbes obtiveram diferenga com significancia
estatistica (p<0.05%) comparadas ao grupo controle de crescimento.

O extrato de P. paniculata aplicado pelo tempo de 24 h promoveu reducdes
na biomassa do biofiime com significancia estatistica (p<0.05%), onde as
concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL promoveram as redugdes de 33,0%; 23,6% e
22,8%. Ja a atividade metabdlica do biofilme foi reduzida em 38,0%; 18,7% e 0,79%
apos contato com concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL. O extrato de J. regia
promoveu reducdes na biomassa de 49,3% a 60,0%, enquanto a atividade metabdlica
do biofilme heterotipico de C. albicans e S. mutans obteve reducdes de 66,0 a 61,7%

apos contato com as concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL por 24 h.
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Tabela 1 - Atividade antimicrobiana dos extratos de J. regia e P. paniculata sobre os

biofilmes heterotipicos de C. albicans e S. mutans

Candida albicans + Streptococcus mutans

5 min. 24 h
cv MTT cv MTT
[ 1do [ 1do
extrato ~ Diferenga 2 Diferenga extrato ~ Diferenga B Diferenca
(mg/mL) Red‘; gao estatistica Red‘; gao estatistica | (mg/mL) Red‘; gao estatistica Red‘; gao estatistica
(%) | (p<0.05%) | (%) | (p<0.05%) (%) | (p<0.05%) | (%) | (p<0.05%)
| 200 0 5 100 . .
E mg/mL 62,0% B 71,1% B mgimL 33,0% B 38,0% B
S
2| 100 52,7% B 18,2% c 50 23.6% B 18.7% c
S | mg/mL mg/mL
3.
* 50 o, o, 25 o o
Q| gL | 458% B 1,13% A mamL | 228% B 0.79% A
200 100
o | mamL 48,0% B 79,0% B maimL | 493% B 66.0% B
>
o | 100 56,7% c 87,3% c 50 61,6% c 62,3% B
~ | mg/imL mg/mL
i
50 55,0% c 89,2% c 25 60,0% c 61,7% B
mg/mL ’ ’ mg/mL ) )

Legenda: CV - Teste de Cristal violeta evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] - Concentragdo do
extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

As concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL do extrato de P. paniculata
promoveram as reducdes na biomassa do biofilme de C. albicans associada a E.
faecalis de 23,8%; 11,3% e 3,4% apods contato por 5 min. Ja as redugdes promovidas
na atividade metabdlica da estrutura foram de 17,6%; 6,6% e 6,9%. O extrato de J.
regia promoveu redugdes na biomassa de 40,7% a 31,2%, conforme demonstrado na
tabela 2. Ja a atividade metabdlica do biofilme foi afetada em 54,4%; 28,6% e 3,9%
apos contato com as concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL por 5 min.

O tempo de contato de 24 h com o extrato de P. paniculata promoveu
redugdes na biomassa de 42,0 % e 8,15% apds as concentragdes de 100 e 50 mg/mL.
Ja a concentragao de 25 mg/mL nao promoveu redugdes na estrutura do biofilme. O
mesmo se foi observado no teste de atividade metabodlica onde somente as
concentragdes de 100 e 50 mg/mL promoveram redugdes com valores de 42,1% e
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37,8%. As concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL do extrato de J. regia aplicadas por
24 h foram capazes de promover as reducgdes de 19,1%; 11,5% e 2,9% na biomassa
do biofilme heterotipico de C. albicans e E. faecalis; Enquanto as reducdes da
atividade metabdlica foram de 17,6%; 13,0% e 1,9%, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana dos extratos de J. regia e P. paniculata sobre os
biofilmes heterotipicos de C. albicans e E. faecalis

Candida albicans + Enterococcus faecalis

5 min. 24 h
cv MTT cv MTT
[ 1do Dif Dif [ 1do Dif Dif
iferenca iferenca iferenca iferenca
(2("/'3:2) Reducdo | estatis- | Redugédo | estatis- (;Xt;:tf) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis-
9 (%) tica (%) tica 9 (%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%)
200 o o 100 o o
'E mg/mL 23,8% B 17,6% B mg/mL 42,0% B 42,1% B
3
0 100 o o 50 o o
% mg/mL 11,3% A 6,6% A mg/mL 8,15% A 37,8% B
Q
a 50 25
mg/mL 3,4% A 6,9% A mg/mL +3,97% A +4,25% C
200 100
mg/mL 40,7% B 54,4% B mg/mL 19,1% B 17,6% B
3
> 100 50
Ggl mg/mL 33,9% C 28,6% C mg/mL 11,5% C 13,0% B
S
50 0, 0, 25 0, 0,
mg/mL 31,2% C 3,9% D mg/mL 2,9% A 1,9% A

Legenda: CV — Teste de Cristal violeta evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragdo do
extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

O extrato de P. paniculata aplicado sobre o biofilme heterotipico de C. albicans
e S. aureus pelo tempo de 5 min. promoveu reducdes de 29,5 a 13,7% sobre a
atividade metabdlica dos micro-organismos apos contato com as concentragdes de
200, 100 e 50 mg/mL. Entretanto a biomassa do biofilme demonstrou redugao apenas
quando em contato com concentragdo de 200 mg/mL. O extrato de J. regia promoveu
redugdes na biomassa de 4,9% e 1,6% frente as concentra¢des de 200 e 100 mg/mL
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apos 5 min. de contato. Enquanto a atividade metabdlica sofreu reducdes de 15,8% e
3,9% frente as concentragdes de 200 e 100 mg/mL.

Apods contato por 24 h, o extrato de P. paniculata promoveu reducao de 11,9%
na biomassa do biofilme heterotipico e 23,0% de reducgao na atividade metabdlica do
mesmo. Ja o extrato de J. regia obteve reducbes na biomassa de 22,5% e 9,3% apods
contato com as concentragdes de 100 e 50 mg/mL. A atividade metabdlica do biofilme
heterotipico obteve redugdes de 38,3% e 25,0% frente as concentragdes de 100 e 50
mg/mL, conforme mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos de J. regia e P. paniculata sobre os
biofilmes heterotipicos de C. albicans e S. aureus

Candida albicans + Staphylococcus aureus

5 min. 24 h
cv MTT cv MTT
e[xt]r::)o Diferenga Diferenga éx]tr:(t)o Diferenga Diferenga
(mg/mL) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis- (mg/mL) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis-
(%) tica (%) tica (%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%)
g méll)r%L 1,8% A | 295% | B m;‘,’gl_ 11,9% | AB | 230% | B
3
2 m;‘,’r?m +581%| A | 613% | A m:,%,_ +563%| A | 42% | A
g 50 25
a mg/mL +27,0% B 13,7% A mg/mL +10,9% A +2,2% A
mé‘,’r?m 4,9% A |158% | B m;‘,’gl_ 225% | B | 383%| B
8
>
S m;‘,’r?m 1,6% A 3,9% A m:,%,_ 9,3% A | 250%| C
5‘
mé’,‘:nl_ +54% | B | +13% | A mgzlil_ 1,7% A | 60% | A
Legenda: CV — Teste de Cristal violeta, evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragao do

extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

P. paniculata promoveu redugdes frente ao biofiime de C. albicans em

associacao com P. aeruginosa, onde a biomassa da estrutura foi reduzida em 6,5%
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apos a concentragdo de 200 mg/mL, enquanto a atividade metabdlica obteve
reducgdes de 20,9% e 19,8% apds contato com 200 e 100 mg/mL do extrato. O extrato
de J. regia promoveu reducdes na biomassa do biofilme de 32,4%; 29,8% e 11,6%
apos as concentragdes de 200, 100 e 50 mg/mL. Ja a atividade metabdlica do biofilme
de C. albicans e P. aeruginosa obteve reducgdes de 79,5%; 67,3% e 60,2%.

O extrato de P. paniculata aplicado por 24 h sobre o biofilme heterotipico
promoveu reducdes na biomassa de 32,3% e 18,4%, enquanto a atividade metabdlica
sofreu redugdes de 37,3% e 30,0% apds as concentragdes de 100 e 50 mg/mL. O
extrato de J. regia promoveu reducdes de 44,7% e 11,3% na biomassa do biofilme
apos contato por 24 h com as concentragbes de 100 e 50 mg/mL; Ja a atividade
metabdlica do biofilme de C. albicans e P. aeruginosa obteve reducgdes de 41,9% e
30,5%, conforme mostra a tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos extratos de J. regia e P. paniculata sobre os

biofilmes heterotipicos de C. albicans e P. aeruginosa

Candida albicans + Pseudomonas aeruginosa

5 min. 24 h
cv MTT cv MTT
e[xt]r::o _ | Diferenca _ | Diferenga e[x]tr:(t)o _ | Diferenga _ | Diferenga
(mg/mL) Reducgéo est.atls- Redugéo est_atls- (mg/mL) Reducgéo est_atls- Reducgéo est.atls-
(%) tica (%) tica (%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%) (p<0.05%)
200 100
£ | mg/mL 6,5% A 20,9% B mg/mL 32,2% B 37,3% B
S
0 100 50
E | mgimL +9,3% A 19,8% B mg/mL 18,4% B 30,0% C
o[ 50 25
ol mg/mL +20,4% B 0,4% C mg/mL +2,91% A 7,06% D
200 100
- | mgimL 32,4% B 79,5% B mgimL | 44.7% B 41,9% B
>| 100 50
| gmL| 298% | B | 673% | C | S| 113% | C |305% | C
° 50 25
mg/mL 11,6% C 60,2% C mg/mL +2,7% A 0,9% A

Legenda: CV — Teste de Cristal violeta, evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragao do
extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: préprio autor

4.1.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J.

regia sobre cepas de Klebsiella pneumoniae multirresistente

Os extratos de P. paniculata e J. regia demonstraram agao antimicrobiana

sobre as cepas multirresistentes promovendo concentragao inibitéria minima (CIM)

frente a culturas plancténicas e redugdes com significancia estatistica (p<0,05%)

frente aos biofilmes monotipicos.
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4.1.3.1 Atividade antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre

culturas planctonicas

Os extratos promoveram agao bactericida e bacteriostatica frente as cepas
produtoras de carbapenemases, obtendo valores de CIM e CMM. As cepas 400381,
386546 e 367725 obtiveram concentragéo inibitéria minima (CIM) com 12,5 mg/mL,
do extrato de P. paniculata, enquanto o extrato de J. regia promoveu CIM com 25
mg/mL, conforme demonstrado na tabela 5. A concentragao microbicida (CMM) variou
entre as cepas de K. pneumoniae onde o extrato de P. paniculata promoveu CMM
com 50 mg/mL frente aos isolados 400381 e 367725, enquanto para a cepa 386546
a CMM foi obtida com 25 mg/mL. O extrato de J. regia obteve CMM com a
concentragao de 50 mg/mL frente todas as cepas.

Tabela 5 - Valores de CIM e CMM dos extratos de P. paniculata e J. regia frente aos

isolados clinicos de K. pneumoniae

P. paniculata J. regia
CIM CMM CIM CMM
400381 12,5 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL
386546 12,5 mg/mL 25 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL
367725 12,5 mg/mL 50 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL
Legenda: CIM - Concentragdo inibitéria minima; CMM - Concentragdo microbicida minima;

Concentragéo do extrato em mg/mL,
Fonte: Elaborado pelo préprio autor



4.1.3.2 Atividade antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre

biofilmes monotipicos de K. pneumoniae multirresistente

Os biofilmes derivados do isolado clinico 400381 foram sensiveis a aplicagao
do extrato de P. paniculata, exibindo reducdes de 64,9% a 42,7% na biomassa do
biofilme monotipico, enquanto o teste de atividade metabdlica demonstrou redugdes
variando de 7,96% a 1,39%, conforme mostra a tabela 6. O extrato de J. regia
promoveu as redugdes na biomassa de 42,5%; 39,7% e 33,8% apods contato com as
concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL. Ja a atividade metabdlica do isolado clinico
obteve reducdes de 52,1%; 34,6% e 21,1% frente as concentragdes citadas acima.
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Tabela 6 - Acao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia frente ao isolado
clinico de K. pneumoniae 400381

Klebsiella pneumoniae 400381

5 min.
cv MTT
[ 1do . .
extrato Diferenga Diferenga
(mg/mL) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis-
(%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%)
e my/’ronl_ 649% | B | 7.96% | A
(0}
3| s0
E mg/mL 50,0% BC 1,46% A
Q
Q ngI?nL 427% | C | 139% | A
m1(l)r(:|L 42,5% B 52,1% B
8 9
g 0 1397% | B | 346% | C
372
mgl?nL 338% | B | 211% | D
Legenda: CV — Teste de Cristal violeta, evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragao do

extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

O extrato de P. paniculata promoveu reducgdes de 24,9%; 17,9% e 11,5% apos
contato com as concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL. A atividade metabdlica do
biofilme obteve reducdes de 19,0% a 14,3%. O extrato de J. regia promoveu reducdes
de 10,5% a 4,4% na biomassa do isolado clinico, enquanto a atividade metabdlica
obteve reducdes de 45,1% a 38,3%, conforme pode ser observado na tabela 7.

55



Tabela 7 - Acao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia frente ao isolado
clinico de K. pneumoniae 386546

Klebsiella pneumoniae 386546

5 min.
cv MTT
e[xt]r(a‘:o Diferenca Diferenca
(mg/mL) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis-
(%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%)
s m;?r?“_ 24,9% B 19,0% B
(0}
S
o mslomL 17,9% B 18,1% B
1]
Q
Q ng/?nL 11,5% A 14,3% B
00 1 05% | B | 451% | B
S g
g 0 | 88% | A |443% | B
S )
25 o o c
mg/mL 4,4% A 38,3%
Legenda: CV — Teste de Cristal violeta, evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragao do

extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

O extrato de P. paniculata promoveu redugdes de 27,4%; 16,0% e 12,6%
sobre a biomassa do biofilme de K. pneumoniae (isolado 367725), apds contato por 5
min. com as concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL, conforme demonstra a tabela 8.
A atividade metabdlica do biofilme foi reduzida em 67,9%; 53,5% e 49,2%, ambas as
redugdes obtiveram diferenga estatistica (p<0.05%) comparadas ao grupo controle de
crescimento. O extrato de J. regia promoveu redugdes de 17,5% a 17,1% apods contato
por 5 min. com a biomassa do biofilme, enquanto a atividade metabdlica obteve

redugdes de 66,4%; 50,9% e 33,3% apods as concentragdes de 100, 50 e 25 mg/mL.
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Tabela 8 - Acao antibiofilme dos extratos de P. paniculata e J. regia frente ao isolado
clinico de K. pneumoniae 367725

Klebsiella pneumoniae 367725

5 min.
cv MTT
[ 1do . .
extrato Diferenca Diferenca
(mg/mL) Reducdo | estatis- | Redugdo | estatis-
(%) tica (%) tica
(p<0.05%) (p<0.05%)
100
8 27,4% B 67.9% B
E mg/mL
3
o 50
'S 16,0% B 53,5% c
S | mg/mL ° °
Q
« m:/?m_ 12,6% A 49,2% c
my/)g“_ 17,5% B 66,4% B
2
> 50 0 .
€| mgmL | 180% B 50,9% C
ﬁ.
m:/?m_ 17,1% B 33,3% D
Legenda: CV — Teste de Cristal violeta, evidenciando a biomassa do biofilme; [ ] : Concentragéo do

extrato em mg/mL aplicado sobre o biofilme; Letras (A, B e C) representam a diferenga ou semelhancga
estatistica (p<0.05%) entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle como letra (A) obtendo
0% de reducéo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

4.2 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos por meio do teste de MTT

4.2.1 Citotoxicidade sobre macréfagos de camundongo (RAW 264-7)

O extrato de P. paniculata, aplicado sobre os macrofagos de camundongo
(RAW 264-7) pelo tempo de 5 min., promoveu a redugéo da viabilidade celular da
linhagem, onde as maiores concentracbes do extrato, 200 e 100 mg/mL obtiveram
10,2 e 8,6% de viabilidade. Porém ao promover a diluicdo do extrato, o mesmo obteve
melhores percentuais de viabilidade, com 50,1 e 45,9% de viabilidade apds contato
com as concentragdes de 0,78 e 0,39 mg/mL, conforme mostra a tabela 9.



Tabela 9 - Viabilidade celular de macréfagos de camundongo (RAW 264-7) apés

contato por 5 min. e 24 h com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata K. e Juglans

regia L
RAW 264-7
5 min. 24 h

Pfaffia paniculata K. Juglans regia L. Pfaffia paniculata K. Juglans regia L.
[ 1do - . - . [ 1do o : o :
extrato Viabili- | Diferenga | Viabili- | Diferenca | o 440 Viabili- | Diferenga | Viabili- | Diferenca
(mg/mL) dade estatis- dade estatis- (mg/mL) dade estatis- dade estatis-

celular tica celular tica celular tica celular tica

(%) | (p<0.05%)| (%) |(p<0.05%) (%) | (p<0.05%) | (%) | (p<0.05%)

m";‘/’:m 10,2% B 36,1% B m;fr‘;l_ 241% B 84.5% B
m;‘/’:m 8,6% B 43,2% B m;(ljr?m 18,1% B 86.5% B
m:/?m_ 24,5% c 45,1% B m;%L 26,5% B 56.8% c
mgzlfnl_ 13,9% B 35,6% B mgzlf'nL 44,3% c 37.3% b
m192/;i|_ 15,1% B 58,0% BC m1gzl;:l_ 47,4% c 32.0% b
m";;/zril_ 31,8% c 58,5% BC m‘;fnil_ 56,1% cb 61.6% c
L | 307% c 40,9% B L | 62:2% cD 73,8% E
mgfrﬁl_ 39,7% c 46,8% B m1g;fn‘i|_ 66,0% cD 66,0% BE
m‘:;;'rﬁl_ 50,1% D 60,2% BC m‘;fnﬁl_ 88,8% D 84.6% A
m(;?:m 45,9% cD 114,2% A m‘;fn‘:L 101,9% A 113.5% E
Clorex | 20.9% c 20,9% c Clorex | 32,0% B 32,0% D

Legenda: [ ]: Concentragao do extrato em mg/mL; Clorex 0,12%: Solugao de digluconato de clorexidina
a 0,12%; Clorex 0,06%: Solugao de digluconato de clorexidina a 0,06%; Letras (B,C,D) representam a
diferenga ou semelhanca estatistica entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle (-) como
letra A obtendo 100% de Viabilidade.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A aplicacdo de P. paniculata por 24 h obteve maiores percentuais de
viabilidade celular, onde a concentragéo de 6,25 mg/mL obteve 56,1% de viabilidade
celular, enquanto as concentragbes de 3,12; 1,56; 0,78 e 0,39 mg/mL obtiveram os
percentuais de 62,2; 66,0; 88,8 e 101,9%.

O extrato de J. regia aplicado por 5 min. sobre os macrofagos de camundongo
resultou em 58% de viabilidade, com a concentragao de 12,5 mg/mL. J& o tratamento
por 24 h, com as concentragdes de 25 e 12 mg/mL obtiveram 37,3 e 32,0% de
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viabilidade celular, enquanto as concentragées de 150, 100 e 50 mg/mL obtiveram

respectivamente 84,5; 86,5 e 56,8% de viabilidade celular.

4.2.2 Citotoxicidade sobre queratinécitos humanos (HaCat)

O extrato de P. paniculata aplicado por 5 min sobre os Queratindcitos
humanos (HaCat) promoveu a viabilidade celular de 54,4; 65,5; 57,3 e 55,0% apos
contato com as concentragdes de 25; 12,5; 6,25 e 3,12 mg/mL. As concentragbes de
12,5; 6,25; 3,12; 0,78 e 0,39 mg/mL apds o tempo de aplicagdo de 24 h, obtiveram os
percentuais de viabilidade de 61,1; 59,1; 104,7; 87,4; 108,2 e 133,8% (Tabela 11).

O extrato de J. regia nas concentragdes de 200; 100; 50 e 25 mg/mL obteve
56,0; 61,2; 92,5 e 92,3% de viabilidade celular. A aplicacéo do extrato pelo tempo de
24 h promoveu a viabilidade celular de 68,8; 59,2; 85,6 e 113,3% apds contato com
as concentragdes de 25; 12,5; 6,25 e 3,12 mg/mL. Todas as concentragbes testadas
do extrato de J. regia se mostraram superiores em viabilidade celular quando
comparadas a aplicagdo da Clorexidina, resultado este que também pode ser
observado na analise estatistica, onde o grupo da clorexidina difere de todos as

concentracgdes testadas do extrato de J. regia.



Tabela 10 - Viabilidade celular de queratindcitos humanos (HaCat) ap6s contato por

5 min. e 24 h com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata K. e Juglans regia L

HaCat
5 min. 24 h
Pfaffia paniculata K. Juglans regia L. Pfaffia paniculata K. Juglans regia L.
do do
e[xt]rato Viabili- | Diferenga | Viabili- | Diferenga e[xt]rato Viabili- | Diferenga | Viabili- | Diferenca
(mg/mL) dade ce- est_atis- dade ce- est.atis- (mg/mL) dade ce- est.atis- dade ce- est_atis-
lular tica lular tica lular tica lular tica
(%) (p<0.05%) (%) (p<0.05%) (%) (p<0.05%) (%) (p<0.05%)
ng?:]L 20,4% B 56,0% B m;?r?m 29,5% B 57,2% B
100 o o 100 o o
mg/mL 14,3% B 61,2% B mg/mL 26,6% B 46,5% B
50 o o 50 o o
mg/mL 20,0% B 92,5% A mg/mL 29,6% B 43,9% B
25 o o 25 o o
mg/mL 54,4% C 92,3% A mg/mL 37,9% B 68,8% AB
12,5 12,5
mg/mL 65,5% C 71,6% B mg/mL 61,1% BC 59,2% B
6,25 o o 6,25 o o
mg/mL 57,3% C 69,4% B mg/mL 59,1% BC 85,6% A
3,12 0 0 3,12 0 9
mg/mL 55,0% C 68,8% C mg/mL 104,7% A 113,3% A
1,56 1 44.5% c 70,6% B 1,56 1 87.4% A 92,5% A
mg/mL mg/mL
0,78 0,78
mg/mL 52,8% C 71,1% B mg/mL 108,2% A 89,2% A
0,39 0,39
mg/mL 41,4% C 63,1% B mg/mL 133,8% AD 128,4% A
%";;‘;‘,Z' 18,7% B 18,7% D %'32?,2' 39,2% B 39,2% C

Legenda: Clorex 0,12%: Solugdo de digluconato de clorexidina a 0,12%; Clorex 0,06%: Solugéo de
digluconato de clorexidina a 0,06%; Letras (B,C,D) representam a diferenga ou semelhanga estatistica
entre os grupos ,considerando sempre o grupo controle (-) como letra A obtendo 100% de Viabilidade.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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4.3 Acao anti-inflamatoéria dos extratos de P. paniculata e J. regia sobre
macréfagos de camundongos (RAW 264-7)

O extrato de P. paniculata reduziu a produgao da citocina pré-inflamatéria IL-
18, onde o grupo estimulado por LPS e tratado com 25 mg/mL do extrato obteve uma
redugao de 6,14% na sintese desta citocina, enquanto a concentragao de 50 mg/mL
promoveu a redugao de 44,2%, ambas as redugdes obtiveram significancia (p<0,05%)
estatistica comparadas ao grupo controle (+) tratado com LPS.

O extrato de P. paniculata ndo promoveu a redugao da citocina TNF-a com
significancia estatistica (P>0,05%), uma vez que o0s grupos que contaram somente
com as concentragdes de 50 e 25 mg/mL do extrato exibiram a produg¢do de TNF-a
semelhantes aos grupos que receberam as concentragdes do extrato associado ao

LPS, conforme demostrado na figura 8.

Figura 8 - Quantificagdo das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a apds contato

com o extrato de P. paniculata

Pfaffia paniculata Pfaffia paniculata
Raw264-7 24 h Raw264-7 24 h
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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O extrato de J. regia promoveu o aumento com significancia estatistica
(p<0,05%) na produgao da citocina pré-inflamatdéria IL-13, sobre o grupo do extrato
associado LPS, conforme mostra a figura 9. Porém os niveis de TNF-a foram
reduzidos apos contato com o extrato de J. regia, onde o grupo de 1,56 mg do extrato
associado ao LPS obteve 84,0% de redugao na producao de TNF-a e o grupo com a
concentragao de 0,78 mg/mL obteve a redugédo de 68,2%, ambos promoveram a
reducao da citocina pré-inflamatéria TNF-a com significancia estatistica (p<0,05%),

conforme mostra a figura Figura 9.

Figura 9 - Quantificagdo das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a apds contato
com o extrato de J. regia

Juglans regia

Raw 264-7 24 h .
i Juglans regia

10000+ D Raw?264-7 24 h
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6000+ C
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50004

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

O extrato de P. paniculata promoveu o aumento da concentragao da citocina
anti-inflamatéria IL-10, onde a concentragdo de 25 mg/mL promoveu o aumento de
393% na producao da citocina, demostrando diferenga estatistica em comparacgao ao
grupo controle de crescimento (p<0,0%). Ja a concentragao de 50 mg/mL promoveu
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um aumento de 14,8%, nao diferindo estatisticamente (p>0,05%) do grupo controle,

conforme mostra a figura 10.
O extrato de J. regia obteve semelhanga estatistica, na produgao da citocina

pro-inflamatéria IL-10, comparado ao grupo controle (+).

Figura 10 - Quantificagao da citocina anti-inflamatéria IL-10 apds contato com o extrato

de P. paniculata e J. regia

Pfaffia paniculata Juglans regia
Raw264-7 24 h Raw 264-7 24 h
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

4.4 Genotoxicidade dos extratos

4.4.1 Avaliacao da genotoxicidade do extrato de P. paniculata e J. regia

Apbs 24 h de contato com a cultura de macréfagos de camundongo (Raw 264-
7) os grupos com as concentragdes de 50 e 25 mg/mL do extrato de P. paniculata,
apresentaram a formacdo de 8 e 10 micronucleos, respectivamente, em uma

contagem total de 2000 células. Ambos os grupos tratados com P. paniculata



apresentaram semelhanga estatistica (p>0,05%) frente ao grupo controle (-), o qual
esteve em contato apenas com o meio de cultivo celular (DMEM+ 10% SFB) e
diferiram do grupo controle (+), o qual recebeu a aplicagdo de uma substancia
genotoxica (EMS), o resultado pode ser observado na figura 11.

Figura 11 - Contagem de micronucleos em macréfagos de camundongo (RAW 264-7)

apo6s contato por 24 h com o extrato de P. paniculata
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Legenda: C(-) Grupo controle negativo o qual recebeu a aplicagdo apenas do meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino; C(+) Grupo controle positivo o qual recebeu a aplicagao
de etilmetano sulfanato, substancia genotoxica; PFA 50 mg — aplicagéo do extrato de P. paniculata na
concentragao de 50 mg/mL; PFA 25 mg — aplicagéo do extrato de P. paniculata na concentragao de 25
mg/mL; Setas presentes na imagem indicam a presencga de micronucleos.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

A aplicagao do extrato de P. paniculata nas concentra¢des de 50 e 25 mg/mL
pelo tempo de 24 h sobre Queratindcitos Humanos (HaCat) resultou na formagéo de
11 e 8 micronucleos numa contagem total de 2000 células. A analise estatistica
demonstra que a concentragao de 25 mg/mL apresenta similaridade estatistica ao

grupo controle (-), conforme demonstra a figura 12.
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Figura 12 - Contagem de micronucleos em Queratindcitos humanos (HaCat) apos

contato por 24 h com o extrato de P. paniculata
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Legenda: C(-) Grupo controle negativo o qual recebeu a aplicagdo apenas do meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino; C(+) Grupo controle positivo o qual recebeu a aplicagao
de etilmetano sulfanato, substancia genotoxica; PFA 50 mg — aplicagéo do extrato de P. paniculata na
concentragao de 50 mg/mL; PFA 25 mg — aplicagéo do extrato de P. paniculata na concentragao de 25
mg/mL; Setas presentes na imagem indicam a presencga de micronucleos.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A aplicagao do extrato de J. regia sobre macréfagos de camundongo (RAW
264-7) promoveu a formagéo de 13 e 7 micronucleos em uma contagem total de 2000
células, apos contato com as concentragbes de 1,56 e 0,78 mg/mL. Os grupos que
receberam a aplicagao do extrato obtiveram semelhanca estatistica (p>0,05%) com o
grupo controle (-), o qual recebeu apenas a aplicagédo do meio de cultivo celular, dados

esses que podem ser observado na figura 13.
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Figura 13 - Contagem de micronucleos em Macréfagos de camundongo (RAW 264-7)
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Legenda: C(-) Grupo controle negativo o qual recebeu a aplicagdo apenas do meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino; C(+) Grupo controle positivo o qual recebeu a aplicagao
de etilmetano sulfanato, substancia genotédxica; NOG 1,56 mg — aplicagdo do extrato de J. regia na
concentragao de 1,56 mg/mL; NOG 0,78 mg — aplicagdo do extrato de J. regia na concentragéo de
0,78 mg/mL; Setas presentes na imagem indicam a presenga de micronucleos.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A aplicagdo do extrato de J. regia sobre Queratindcitos humanos (HaCat)
promoveu a formagao de 10 micronucleos para ambas as concentragdes testadas,
conforme pode ser visualizado na figura 14. Os grupos ndo obtiveram diferenga
estatistica (p>0,05%) quando comparados entre si.
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Figura 14 - Contagem de micronucleos em Queratindcitos humanos (HaCat) apos
contato por 24 h com o extrato de J. regia
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Legenda: C(-) Grupo controle negativo o qual recebeu a aplicagdo apenas do meio de cultivo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino; C(+) Grupo controle positivo o qual recebeu a aplicagao
de etilmetano sulfanato, substancia genotédxica; NOG 1,56 mg — aplicagdo do extrato de J. regia na
concentragao de 1,56 mg/mL; NOG 0,78 mg — aplicagdo do extrato de J. regia na concentragéo de
0,78 mg/mL; Setas presentes na imagem indicam a presenga de micronucleos.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

4.5 Atividade antioxidante dos extratos

O extrato de J. regia promoveu a CEsg, ou seja eliminando 50% dos radicais
livres no reagente, com 37,26 pg/mL. Para P. paniculata a CEso foi com 1367,57
Mg/mL.



4.6 Analise Fitoquimica dos extratos

A analise por cromatogrofia identificou a presenca de alguns derivados da
benzofenona em tempo de retengao (tR) de 9,00; 17,40 e 18,86 min. no extrato glico-

lico de P. paniculata, conforme demonstra a figura 15.

Figura 15 - Analise cromatografica do extrato glicolico de P. paniculata
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

A analise realizada sobre o extrato glicolcio de J. regia demonstrou a presenga
acido cafeoilquinico (derivado do acido cafeico) em tempo de retencéo (tR) de 32,97

min., conforme demonstrado na figura 16.
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Figura 16 - Analise cromatografica do extrato glicolico de J. regia
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5 DISCUSSAO

A busca por elucidar as atividades biologicas que plantas e raizes tem
crescido exponencialmente, uma vez que as problematicas em saude também tem se
elevado de forma abrupta. A resisténcia microbiana frente a farmacos antibiéticos e
antifungicos € uma das problematicas de maior impacto ja que os numeros de
morbidade e mortalidade se elevam de forma exponencial e os tratamentos
disponiveis para o combate desses patdgenos se tornam cada vez mais escassos.
Assim o presente trabalho buscou avaliar a atividade bioldgica dos extratos glicélicos
de P. paniculata e J. regia, o qual apresentam poucas propriedades bioldgicas
elucidadas (Abe et al.,2018; Yonath et al., 2019).

Os extratos de P. paniculata e J. regia demonstraram importante acao
antimicrobiana frente as bactérias anaerdbias, exibindo valores de CMM sobre
culturas planctonicas dos 4 micro-organismos testados, além de promover a
eliminacao do biofilme de P. gingivalis, P. endodontalis e P. micra utilizando os tempos
de contato de 5 min. e 24 h. Estudos relacionando o uso de fitoterapicos sobre
anaerobios sdo escassos, uma vez que o proprio cultivo destes micro-organismos é
dispendioso, assim os dados obtidos com o extrato de P. paniculata e J. regia séo
pioneiros até o presente momento (Fev/2020), ndo encontrando nenhum estudo
prévio publicado na literatura consultada. Porém, algumas outras espécies vegetais ja
tiveram seu potencial biolégico explorado como exemplo o trabalho de Hickl et al.
(2018), que avaliaram a agao de algumas ervas mediterraneas como Cistus creticus,
Cistus monspeliensis, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Salvia sclarea e
Thymus longicaulis sobre as cepas de P. gingivalis (W381), F. nucleatum (ATCC
25586) e P. micra (ATCC 23195). Neste estudo os resultados indicam que a CIM dos
extratos variou em um limiar de 0,15 mg/mL a 0,60 mg/mL, enquanto a CMM foi obtida
com concentragdes variando de 0,15 mg/mL a 1,25 mg/mL, sendo empregado a
utilizacdo de extratos metandlicos. Os valores de CIM e CMM demonstrados no
estudo de Hickl et al. (2018) demonstram concentragdes extremamente baixas
comparadas aos valores do presente estudo, no qual a CMM foi obtida com 50 mg/mL
frente as espécies microbianas, para ambos os extratos. A diferenga entre as

concentracdes variantes muito provavelmente esta relacionada ao tipo de extrato
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utilizado, uma vez que Hickl et al. (2018) utilizaram extratos metandlicos, o qual
recorrentemente apresentam maior atividade antimicrobiana devido ao alcool metilico,
porém também apresentam maior toxicidade celular frente as células animais,
enquanto o presente estudo fez a utilizagao de extratos formulados em propilenoglicol.
Outro ponto importante a se ressaltar no comparativo entre os estudos esta na
utilizagdo das cepas anaerobias o qual ambos os estudos utilizaram cepas
microbiolégicas semelhantes, variando apenas a cepa de P. micra o qual apresenta
outro registro (ATCC) e portanto outro perfil genético (Mohieldin et al. 2017).

Ainda em comparagao ao estudo de Hickl et al. (2018) é possivel notar que a
cepa de F. nucleatum obteve uma maior resisténcia frente aos extratos aplicados
pelos pesquisadores, onde o mesmo apresentou CMM com as concentragbes mais
elevadas, variando de 0,60 a 1,25 mg/mL. No presente estudo, a resisténcia de F.
nucleatum foi observada na condigéo de biofilme onde as concentragdes mais baixas
aplicadas do extrato de P. paniculata e J. regia demonstram reducdes variantes de 20
a 80%, nao promovendo a erradicagao completa do biofilme.

Os resultados obtidos frente aos micro-organismos anaerdbios sdo de grande
relevancia clinica pois a doenga periodontal apresenta elevada incidéncia global,
atingindo cerca de 50% da populagédo mundial, com altos indices de morbidade devido
a perda da insercédo 0ssea dos dentes. Além de toda a problematica bucal que estes
patdogenos causam, estudos recentes relacionam a presenga desses micro-
organismos com o desenvolvimento de doengas como o Alzheimer e a artrite
reumatdide. No que diz respeito ao Alzheimer, pesquisas a partir do ano de 2015
comegaram a correlacionar a presenga do patdégeno bucal com a patologia neuronal,
demonstrando que muitas enzimas produzidas no sitio bucal por P. gingivalis atuam
como agressoras das células neuronais. Essas proteinas sdo denominadas Gigipains
e ajudam na evas&o imunologica de P. gingivalis, além de atuar degradando células
da microglia, astrécitos e neurdnios. llievski et al. (2018) demonstraram essa
correlacdo promovendo a infeccdo de ratos por um periodo de 22 semanas, com
suspensodes padronizadas de P. gingivalis em 10° UFC/mL, onde a partir da insergéo
diaria de doses de P. gingivalis os ratos exibiram a presenga das enzimas gigipains
no interior de células do hipocampo, atingindo os sitios intranuclear, perinuclear e
extracelular, além de demonstrar o aumento expressivo na produg¢do das citocinas

pré-inflamatérias TNF- a, IL-1B e IL-6. Assim, os pesquisadores sugerem que a
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elevacao dessas citocinas estimule a produgao das placas amiloides 3, responsaveis
pela neurodegenaragdo, pois apenas os ratos infectados por P. gingivalis
demonstraram a produgao de ABs.. Diante de todo esse mecanismo sugerido em
correlacdo a presenca de P. gingivalis no sitio bucal, o presente trabalho se mostra
uma importante terapia a ser pesquisada, uma vez que os extratos de P. paniculata e
J. regia promoveram a eliminagdo dos biofiimes de P. gingivalis, além disso os
extratos desempenharam um papel anti-inflamatorio, onde P. paniculata reduziu a
produgao da citocina pré-inflamatéria IL-1 B e estimulou a produgéo da citocina anti-
inflamatdria IL-10. O mesmo ocorre com o extrato de J. regia o qual o fitoterapico
apresenta reducdes nos niveis de TNF- a demonstrando o potencial anti-inflamatorio
que pode ser empregado no combate ao desenvolvimento da patologia (Eke et al.,
2016; Loutan et al., 2019; Arastu-Kapur et al.,2020).

A agao antimicrobiana dos extratos de P. paniculata e J. regia frente a micro-
organismos aerobios de interesse médio-odontologico ja foi verificada em estudo
prévio ainda nao publicado (dissertacdo de mestrado), onde foi realizada a analise
sobre culturas plancténicas e biofilmes monotipicos de E. faecalis, P. aeruginosa, S.
aureus, S. mutans, C. albicans, C. glabrata, C. guilhermondii, C. tropicalis, C. krusei e
C. dubliniensis. Os resultados obtidos demonstraram que ambos os extratos
promoveram redugdes percentuais com significancia estatistica frente aos micro-
organismos testados, dando destaque aos resultados obtidos com P. aeruginosa, S.
mutans e as espeécies do género Candida, com os melhores resultados voltados a C.
albicans, a espécie mais prevalente nas infecgdes fungicas humanas. Diante dos
resultados obtidos, tornou-se de interesse ampliar as investigagées antimicrobianas,
verificando, portanto, se o0s extratos manteriam o pontecial antifungico e
antimicrobiano diante da combinacdo da levedura (C. albicans) associada a uma
bactéria (E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus e S. mutans) (Ramos, 2016).

O estudo realizado durante a dissertacdo de mestrado demonstra que o
biofilme monotipico de P. aeruginosa obteve reducdes de 23,5 a 8,3% apds contato
por 5 min. com o extrato de P. paniculata, realizando o comparativo com os resultados
obtidos no presente estudo é possivel verificar que o biofilme heterotipico se mostrou
mais resistente a aplicacdo do extrato, uma vez que apenas a concentragao de 200
mg/mL de P. paniculata foi capaz de promover redugdo na biomassa da estrutura,
reducao esta de apenas 6,5%. Ja o extrato de J. regia demonstrou reducdes de 19,8%
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a 15,5% na biomassa da estrutura monotipica, ja quando aplicado na associagéo C.
albicans associada a P. aeruginosa o extrato performou um melhor desempenho,
obtendo redugdes de 32,4%; 29,8% e 11,6%. Em relagdo ao comparativo no que diz
respeito a atividade metabdlica, foi possivel verificar que a aplicacdo do extrato de P.
paniculata sobre o biofilme heterotipico de C. albicans e P. aeruginosa se mostrou
menos efetiva, demonstrando reducbes de 20,9%; 19,8% e 0,4% frente as
concentragbes de 200, 100 e 50 mg/mL enquanto o biofiime monotipico (P.
aeruginosa) obteve redugdes de 78,6% e 33,8% com as concentragbes de 200 mg/mL
e 100 mg/mL. O extrato de J. regia mais uma vez demonstrou melhor desempenho
quando aplicado sobre o biofilme heterotipico, com redug¢des de 79,5% a 60,2%,
enquanto a aplicagao sobre o biofilme monotipico resultou em redugdes de 26,8% a
5,6% (Ramos, 2016)

Em relacdo a espécie de S. mutans o estudo realizado durante a dissertacao
de mestrado revelou que apenas o extrato de P. paniculata promoveu redugdes sobre
os biofilmes monotipicos, com redugdes na biomassa de 15,6% a 14,3%; A
comparagao com o presente estudo evidencia que o biofilme heterotipico (C. albicans
e S. mutans) se mostrou mais sensivel frente ao extrato de P. paniculata, onde o
mesmo promoveu reducgdes de 62,0%; 52,7% e 45,8%. O mesmo se pode ser
observado com as redugdes de atividade metabdlica, onde o biofilme monotipico
obteve reducgdes 20,3% a 15,4%, enquanto a interagdo de C. albicans e S. mutans
obtiveram reducdes de 71,1%; 18,2% e 1,13% apods as concentragdes de 200, 100 e
50 mg/mL. E importante destacar também que o extrato de J. regia demonstrou melhor
eficacia quando aplicado sobre o biofilme heterotipico demonstrando redugdes de
89,2% a 79,0%, enquanto o biofilme monotipico foi fracamente afetado pelo
tratamento (Ramos, 2016).

Em literatura a aplicagdo do extrato de P. paniculata como agente
antimicrobiano é escasso, renderizando apenas 1 artigo publicado, o qual € de autoria
do presente grupo de estudo, porém a atividade antimicrobiana de J. regia ja rende
um numero maior de resultados como exemplo o trabalho de Gomes et al. (2019) o
qual os pesquisadores formularam os extratos metandlicos de J. regia isolada e em
combinagdo com Eucalyptus globulus. Para os testes antimicrobianos foi utilizada a
cepa ATCC 25923 de S. aureus, semelhante a cepa utilizada no presente estudo, os

pesquisadores indicaram que o extrato demonstrou atividade antimicrobiana uma vez
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que foi capaz de promover CIM de 25 mg/mL do extrato de J. regia, além de verificar
que 0 mesmo possui agao antibiofilme promovendo a diminuicdo de até 3 logs apods
contato por 24 h de aplicagao do extrato, utilizando a concentragdo de 400 mg/mL.
Apesar das diferengcas metodoldgicas a comparagao dos estudos demonstra que
ambos os extratos promoveram ag¢do antimicrobiana, seja no biofilme monotipico o
qual Gomes et al. (2019) demonstraram a diminuigdo logaritmica ou no presente
trabalho o qual se foi aplicado o extrato sobre biofilme heterotipico de S. aureus
associado a C. albicans, resultando em reducdes de 11,9% na biomassa e 23,0% na
atividade metabdlica dos micro-organismos. Torna-se importante ressaltar que os
extratos foram formulados com eluentes diferentes, sendo o estudo de Gomes et al.
(2019) um extrato metandlico enquanto o extrato no presente trabalho foi utilizado um
extrato glicélico, em propilenoglicol. A variabilidade de redug¢ao entre os estudos pode
ser discutida por diversas formas, seja pela constituicao do biofilme ou pela sua matriz
polimérica distintas entre biofilmes monotipicos ou hetertipicos. Também pode-se
indicar a variagao de concentragdes aplicadas, onde Gomes et al. (2019) utilizaram a
concentragdo de 400 mg/mL do extrato de J. regia pelo tempo de 24 h sobre os
biofilmes, enquanto o presente estudo utilizou a concentragédo de 200 mg/mL pelo
mesmo tempo de aplicacdo.

O extrato de J. regia também ja teve sua agao anti-Candida verificada, onde
Raja et al. (2017) verificaram a atuagéo do extrato etandlico da planta frente a cepa
ATCC 10261 de C. albicans. A espécie vegetal promoveu CIM de 700 ug/mL do
extrato etandlico, além de demonstrar que o fitoterapico reduziu a secregao de
proteinases e fosfolipases, indicando a diminui¢gao dos fatores de viruléncia e invasao
tecidual da levedura. Resultado este que reforga os dados obtidos pelo presente
trabalho onde os biofilmes heterotipicos, compostos sempre por C. albicans associada
a uma bactéria, obtiveram até 79,5% de reducao apds contato por 24 h com o extrato
glicdlico de J. regia.

Os dados obtidos do comparativo de acao entre os biofilmes heterotipicos e
monotipicos sao de extrema importancia, uma vez que as infecgdes humanas em
geral ndo se desenvolve com apenas uma espécie de microbiana e sim pela interagao
de multiplas espécies dos mesmos. Outro aspecto importante entre este comparativo
se da pela constituigdo do biofilme, onde os biofilmes monotipicos e heterotipicos

apresentam constituicbes moleculares distintas, guiando assim os passos futuros do
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presente trabalho para que se possa identificar o local de acdo desses fitoterapicos
nas estruturas microbianas.

O espectro de agao dos extratos de P. paniculata e J. regia também foi
verificado sobre cepas multirresistentes de K. pneumoniae, demonstrando reducgdes
sobre culturas planctdnicas e biofilmes do patogeno. Como descrito anteriormente, a
atividade antimicrobiana de ambos os extratos € escassa, sendo o trabalho do
presente grupo de estudo o unico publicado na literatura consultada até o presente
momento. O estudo publicado evidencia que o extrato de P. paniculata promoveu CIM
com 12,5 mg/mL e CMM com 25 mg/mL, enquanto J. regia demonstrou CIM e CMM
com 6,25 mg/mL. Os valores obtidos pelo presente estudo divergem dos resultados
do estudo anterior, uma vez que a cepa 386546 obteve CIM com 25 mg/mL do extrato
de P. paniculata, enquanto as cepas 400381 e 367725 obtiveram CIM com 50 mg/mL.
Os valores de CMM frente as cepas 386546, 400381 e 367725 foi de 50 mg/mL para
ambos os extratos. A divergéncia nos resultados, entre concentragéo e efeito, pode
se explicado nas cepas microbianas onde o presente estudo utilizou cepas clinicas
com multiplo perfil de resisténcia antimicrobiana, enquanto o estudo publicado em
2016 utilizou cepa ATCC de K. pneumoniae (ATCC 4352) a qual ndo apresenta
nenhum perfil de resisténcia a farmacos (Paula-Ramos et al., 2016). Desta forma
pode-se verificar a importancia de analisar os efeitos antimicrobianos dos extratos
sobre cepas clinicas que refletem o panorama mundial de resisténcia, sendo que esta
pesquisa estudo traz importante contribuicdo no estudo de novos antimicrobianos
para bactérias multirresistentes.

Os resultados antimicrobianos frente a K. pneumoniae, evidenciado por
ambos os estudos, € de grande relevancia clinica, uma vez que K. penumoniae é
frequentemente causadora de infecgbes hospitalares, com elevadas taxas de
mortalidade e morbidade, além de ser considerada pela OMS como patégeno de
prioridade para o desenvolvimento de novo farmaco (WHO, 2017). Assim os
resultados aqui apresentados demonstram que ambos os extratos foram capazes de
promover redugdes que variaram de 67,9% a 11,0%, com apenas 5 min. de contato
com a estrutura do biofilme de cepas com perfil multiplo de resisténcia (Arepyeva et
al., 2017).
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A acdo antimicrobiana de ambos os extratos, promovida sobre as diferentes
espécies de micro-organismos pode ser reforcada ainda através dos resultados
obtidos com a analise fitoquimica, uma vez que no extrato de P. paniculata a presenca
de compostos fendlicos, derivados da benzofenona, moléculas que exibem acao
antiviral, antibacteriana e antifungica ja comprovadas em literatura (Ochensberger et
al., 2019; Lima et al., 2019; Ji et al., 2020). O mesmo se pode observar sobre J. regia,
o qual demostrou a presenga do acido cafeoilquinico, composto quimico que possui
acao antibacteriana sobre gram positivos (Fiamegos et al., 2011).

Além da atividade antimicrobiana a investigagao dos efeitos biologicos de P.
paniculata e J. regia também contou com a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
dos compostos. Apesar do numero escasso de estudos, € possivel verificar em
literatura que P. paniculata apresenta agéo anti-inflamatoria, como exemplo o estudo
de Costa et al. (2015) no qual os pesquisadores induziram inflamagao intestinal em
ratos Wistar e posteriormente administraram doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg do
extrato metandlico de P. paniculata, para avaliagao histologica e verificagao dos niveis
de citocinas pro-inflamatérias. A pesquisa concluiu que a administracdo da
concentragdo de 200mg/kg gerou a diminuicdo dos niveis TNF-a, IL-18 e IL-6,
diminuicdo semelhante a apresentada pelo grupo o qual recebeu doses de
prednisolona. Os achados de Costa et al. (2015) reforgam os resultados obtidos no
presente estudo, onde macréfagos de camundongo (RAW 264-7) estimulados por
LPS de Escherichia coli, obtiveram um efeito anti-inflamatorio apos contato por 24 h
com o extrato glicélico de P. paniculata, na concentragao de 25 mg/mL exibindo a
diminui¢do nos niveis de IL-13 e aumento na produgéo da citocina anti-inflamatéria IL-
10. Os estudos divergem apenas na reducé&o dos niveis de TNF-a, onde os resultados
do presente estudo ndo demostram reducdes na produgao de TNF-a.

Alguns trabalhos avaliam a atividade anti-inflamatéria do extrato de J. regia,
como exemplo Vieira et al. (2020) o qual verificaram que a administracédo das
concentragbdes de 500 a 7.8 uyg/mL do extrato hidroalcodlico da arvore promoveu a
diminuicdo de 50% dos niveis de o6xido nitrico, produzido por macréfagos de
camundongo (RAW 264-7). A agao anti-inflamatéria foi verificada também por Wang
et al. (2020), o qual os pesquisadores buscaram elucidar se o extrato de J. regia
poderia imunomodular a inflamacédo corporal de ratas estimuladas por LPS. Os
pesquisadores concluiram que os niveis de citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 foram
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reduzidos severamente, através da diminui¢cao da sintese de RNAm, além de diminuir
os niveis de Oxigénios reativos no organismo das ratas. Os resultados obtidos por
Wang et al. (2020) sdo semelhantes ao obtido no presente estudo em relagcéo a
citocina pro-inflamatoria TNF-a, o qual obteve queda em sua sintese, porém ha
divergéncia nos achados com IL-1 3, onde o presente trabalho demostrou aumento
na citocina pro-inflamatéria (IL-1B), enquanto os pesquisadores sinalizaram a
diminuigdo da mesma, indicando assim que s&o necessarios mais estudos para
avaliar o real efeito anti-inflamatdrio de J. regia (Dong et al., 2018).

Diante das atividades biologicas verificadas, dos extratos de P. paniculata e
J. regia, a analise da toxicidade celular se torna indispensavel para que os mesmos
possam ser utilizados como possiveis farmacos. No presente trabalho o extrato de P.
paniculata demostrou toxicidade aplicado sobre a linhagem RAW 264-7, obtendo
viabilidade celular abaixo de 50% apdés contato por 5 min. Ja a aplicagéo pelo tempo
de 24 h resultou em viabilidade celular superior a 50% com as concentragdes abaixo
de 12,5 mg/mL. Buscando confrontar os presentes dados com a literatura, sdo
encontrados apenas dois trabalhos o qual avaliam a atividade citotdxica do composto,
sendo o estudo de Eberlin et al. (2009) e Mozar et al. (2015). No estudo de Eberlin et
al. (2009), os pesquisadores verificaram a atuagdo de um creme dermatoldgico
formulado em butilenoglicol com a presenga do extrato de P. paniculata associados a
Ptychopetalum olacoides e Lilium candidum. Os testes foram realizados sobre 21
pacientes saudaveis, com idade variando de 20 a 55 anos com a finalidade de
promover a diminuicdo de manchas escuras ao redor dos olhos e apds o periodo de
tratamento, os pesquisadores concluiram que o creme formulado atua como um
importante anti-inflamatério promovendo a diminuigdo significativa das manchas
enegrecidas, nao evidenciando nenhuma toxicidade sobre as pacientes. Analisando
os dados descritos é possivel notar que a toxicidade do extrato é variavel conforme o
tipo celular, uma vez que o extrato de P. paniculata ndo promoveu toxicidade sobre a
linhagem de queratinécitos humanos (HaCat) tanto no presente trabalho como no
estudo de Eberlim et al. (2009). O qual os pesquisadores aplicaram o tratamento
diretamente sobre a pele dos pacientes, ndo obtendo nenhum tipo de reagao adversa
sobre o tecido epitelial. Isso pode ser explicado devido aos queratinécitos

apresentarem maior resisténcia a fatores externos devido a sua resposta adaptiva ao
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contato recorrente com diversos tipos de agressoées (Kleczkowska e Althaus FR, 1996;
Maciel et al., 2019).

A auséncia de toxicidade sobre queratinécitos também pode ser comprovada
pela analise fitoquimica, onde o presente estudo comprovou a presenca de
benzofenonas no extrato glicélico de P. paniculata, substancia essa que possui efeitos
fotoprotetores sobre queratinécitos. O mecanismo de agao das benzofenonas envolve
a potencializagao de enzimas antioxidantes como a SOD (Superdxido dismutase) e a
Glutationa peroxidase (GPx), que atuam combatendo espécies reativas de oxigénio,
além da atuacdo da enzima CAT (Catalase) como catalisadora das reagbes
antioxidantes. A potencializagdo desse efeito antioxidante protege as células dos
efeitos oxidantes que a radiacdo ultravioleta ou elementos quimicos podem causar
sobre os queratindcitos, assim o extrato demostra um efeito protetor sobre a
célula.(Guaratini et al., 2008; Huber et al., 2008; Lima et al., 2019; Huang et al., 2020)
A atuacdo das Benzofenonas também pode ser observado no trabalho de Mozar et
al. (2015), onde o extrato de P. paniculata foi aplicado sobre hemacias falcemisadas,
resultando no aumento da vida util da célula, sugerindo a diminuigdo da hemalise em
pacientes portadores da hemoglobinopatia, além de ndo promover toxicidade sobre
hemacias saudaveis. Os pesquisadores creditaram este efeito devido ao potencial
antioxidante de P. paniculata, uma vez que a glutationa esta envolvida na manutengao
constante da redugdo de agentes oxidantes sobre as hemacias, outro ponto
importante a se destacar esta na produgdo excessiva de oxigénios reativos que
hemacias falcemicas produzem, assim o extrato atuou potencializando o agao da
enzima em retirar em agentes oxidantes gerados.

No que diz respeito ao tecido sanguineo o extrato de P. paniculata nao
demostrou toxicidade sobre hemacias no estudo de Mozar et al. (2015), apesar disso
o presente trabalho demostrou que a linhagem de macréfagos de camundongo se
mostrou sensivel ao contato com o extrato, fato este que pode estar relacionado ao
efeito antioxidante de P. paniculata, uma vez que macrofagos possuem baixas
concentragdes da enzima Glutationa, ja que sdo células que precisam criar espécies
reativas de oxigénio para que possam combater micro-organismos invasores.
Caracteristica oposta ao que o extrato é capaz de promover, tendo em vista que
compostos benzofendlicos estimulam o combate a radicais livres, sendo assim o

extrato atua contra a fisiologia natural da célula imunologica.
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Analisando o fato que diferentes grupamentos celulares ndo se mostraram
afetados pelo contato com P. paniculata e que os macrofagos também se mostraram
sensiveis a aplicagdo da solugéo antimicrobiana de clorexidina a 0,12% e 0,06% com
redugcbes em mais de 68% da viabilidade celular, sendo este um farmaco ja
amplamente utilizado pela populagdo, concluimos que a linhagem celular se mostra
mais sensivel a agentes quimicos, tendo por base ser uma célula constituinte do
sistema imunolégico, o qual precisa ter alta reatividade aos compostos divergentes de
sua constituicdo molecular.

A maior resisténcia da linhagem de queratindcitos humanos (HaCat) também
pode ser verificada na avaliagdo da genotoxicidade, onde a mesma apresentou
resisténcia a aplicagao de ethilmetanosulfanato, uma substéncia genotédxica, o qual a
utilizagéo deste grupo controle (+) ndo exibiu a formagdo de muitos micronucleos,
sendo semelhante estatisticamente (p>0,05%) ao grupo controle (-) o qual teve
contato apenas com o meio de cultivo celular. Caracteristica completamente distinta
da linhagem de macréfagos de camundongo (RAW 264-7), o qual exibiu a
sensibilidade esperada frente a substancia genotdxica (ethilmetanosulfanato),
produzindo muitos micronucleos. Frente a linhagem de macréfagos ambos os extratos
(P. paniculata e J. regia) demonstraram nao ser genotdxicos, uma vez que a formagao
de micronucleos exibiu semelhanga estatistica (p>0,05%) ao grupo controle (-), o qual
recebeu apenas a aplicagdo do meio de cultivo celular. A avaliagao da citotoxicidade
e genotoxicidade de ambos os extratos sobre as linhagens de macréfagos de
camundongo (RAW 264-7) e queratinécitos humanos (HaCat) € um dado inexistente
diante da literatura consultada, onde se torna importante destacar que o extrato de J.
regia promoveu viabilidade celular com valores superior a 50% frente as duas
linhagens, além disso 0 mesmo nao apresentou genotoxicidade, resultados pioneiros,
que tornam o extrato um importante produto de eleigao para a formulagédo de um novo
farmaco, uma vez que o mesmo demonstrou ag¢ao antimicrobiana, ag¢ao anti-
inflamatadria, baixa toxicidade celular além de auséncia de genotoxicidade.

O presente trabalho elucidou importantes atividades biolégicas dos
fitoterapicos alvos desta pesquisa demostrando uma importante agcéo antioxidante,
anti-inflamatdria, auséncia de genotoxicidade e acgdo antimicrobiana frente a
patégenos de grande relevéancia clinica. Com isso torna-se importante continuar os

estudos nesta area para que se possam também identificar os mecanismos de acao

79



nas estruturas celulares ou fungicas a fim de elucidar os possiveis encaixes
moleculares o qual os extratos irdo realizar frente as membranas biolégicas de contato

para que estes compostos fitoquimicos se tornem um farmaco.
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5 CONCLUSAO

Os extratos de P. paniculata e J. regia obtiveram acao antimicrobiana frente
aos micro-organismos anaerébios P. gingivalis, P. endodontalis, P. micra e F.
nucleatum, promovendo concentracdo microbicida minima frente a todas as espécies
e obtendo redugdes sobre os biofilmes monotipicos, dando destaque aos resultados
obtidos com P. gingivalis, P. endodontalis e P. micra o qual os extratos promoveram
a completa eliminag&o dos biofilmes.

Os extratos demonstraram acao antimicrobiana frente as 3 cepas
multirresistentes de K. pneumoniae, obtendo CIM e CMM frente as culturas
plancténicas além de promover agao antibiofilme.

Os biofilmes heterotipicos de C. albicans associada a uma bactéria, sendo
elas S aureus, E. faecalis, S. mutans ou P. aeruginosa também foram afetados pela
aplicacao dos extratos, dando destaque as redugdes promovidas pelo extrato de P.
paniculata sobre as interacbdes de C. albicans associada a S. mutans e C. albicans
associada a E. faecalis. O extrato de J. regia demonstrou maior agao frente aos
biofilmes de C. albicans associada a S. mutans; C. albicans associada a E. faecalis e
C. albicans associada a P. aeruginosa.

A toxicidade celular obteve variagdes conforme a linhagem celular verificada,
onde o extrato de J. regia ndo promoveu agao citotoxica sobre a linhagem de
queratinécitos humanos (HaCat). Para o extrato de P. paniculata a auséncia de
toxicidade se iniciou a partir da concentragéo de 12,5 mg/mL do extrato para ambos
os tempos de contato. Sobre a cultura de macréfagos de camundongo (RAW 264-7)
o extrato de P. paniculata ndo exibiu toxicidade a partir da concentracdo de 6,25
mg/mL com o tempo de contato de 24 h, enquanto o extrato de J. regia ndo exibiu
toxicidade com as concentragdes de 150 e 100 mg/mL.

Ambos os extratos ndo promoveram genotoxicidade sobre as linhagens
celulares de macrofagos de camundongo (RAW 264.7) e Queratindcitos humanos
(HaCat).

O extrato de P. paniculata exibiu agao anti-inflamatéria reduzindo a producao
da citocina pro-linflamatéria IL-13 e aumentando a producédo da citocina anti-
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inflamatdria 1L-10. Ja o extrato de J. regia desempenhou efeito anti-inflamatorio
reduzindo os niveis de TNF-a.

Foi identificada a presenga de alguns derivados da benzofenona no extrato
glicdlico de P. paniculata. Ja para o extrato de J. regia se foi identificado a presenga
de acido cafeoilquinico, derivado do acido cafeico.

Ambos os extratos apresentam potencial antioxidante variando apenas a
concentracao dos mesmos para obter a redugao de 50% dos radicais livres.
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ANEXO A - Laudo do extrato glicolico de Pfaffia paniculata, comercialzado pela em-
presa MAPRIC
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EXTRATO GLICOLICO DE PFAFFIA (HG)

Nome Cientifico: Pfaffia paniculata Kuntze / Amaranthaceae

INCI: Pfaffia Paniculata Root Extract

N©° CAS: 57-55-6; 64-17-5; 7732-18-5; 26172-55-4/2682-20-4; 99-76-3
Parte Utilizada: Raiz

Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

Saponinas; oligoelementos; acido pfafico; fasfosideos; alantoina; esterdides; compostos
triterpénicos; fitosterdis; aminoacidos; mucilagem; sais minerais (P, Ca e K); alantoina;
vitaminas A, B, D, Ee F.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS:

O Extrato Glicélico de Pfaffia tem acdo: tonificante; cicatrizante; antiinflamatéria; refres-
cante; estimulante celular; restauradora de tecidos; hidratante; nutritiva.

Podera ser incorporado em cremes, logdes cremosas, hidroalcodlicas ou tonicas, em sham-
poos, condicionadores, géis, cremes para banho, mascaras faciais, sabonetes, produtos
pos-sol, pés-barba e outros produtos cosméticos. Indicado somente para uso externo em
concentracdo de até 10%.

Atencao: O Extrato Glicdlico de Pfaffia deve ser adicionado no final da preparagao cosmé-

tica, 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 fabricagao. Obs.:
. Podera ocorrer formacao de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem,
sem alterar as propriedades.
. AlteragOes da cor sao esperadas por modificagdes dos compostos coloridos
das plantas.
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ANEXO B - Laudo do extrato glicolico de Juglans regia, comercialzado pela em-
presa MAPRIC
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EXTRATO GLICOLICO DE NOGUEIRA

Nome Cientifico: Juglans regia L. / Juglandaceae
INCI: Juglans Regia Leaf Extract

N° CAS: 84012-43-1

Parte Utilizada: Folha

Féormula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS
A folha da nogueira contém: tanino (3 a 4%), flavondides (quercitina), éleos essencial,
naftoquinonas (juglona, alfa e beta-hidroxiquinona, entre outras).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS
O Extrato Glicdlico de Nogueira HG tem acdo antifungica, levemente anti-séptica, vesica-
toria e queratinizante (causa coloracdo a pele), adstringente e cicatrizante. Indicado como
auxiliar para tratamento da caspa e seborréia, antiqueda de cabelo, como tintura para
escurecer cabelos brancos e como auxiliar na foto-protecao. Usado também no tratamento
das afeccbes cutdneas como eczemas, acne, dermatites e danos causados pelo frio. Podera
ser utilizado em: cremes, lo¢Ges cremosas, hidroalcodlicas ou tonicas, em shampoos, géis,
mascaras faciais, produtos pos- sol e outros produtos cosméticos. Indicado somente para
uso externo em concentragdes de até 10%.
Atencao: O Extrato Glicdlico de Nogueira HG deve ser adicionado no final da preparagao
cosmética, 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 fabricagao.
Obs.:
o Podera ocorrer formacao de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem,
sem alterar as propriedades.
o AlteragOes da cor sao esperadas por modificacdes dos compostos coloridos das
plantas.
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