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Gomes LAP. Avaliacdo da biocompatibilidade e atividade antimicrobiana in
vitro da matriz de Hidrogel associada ao extrato glicélico do Punica granatum
L. (romd) [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

A matriz de hidrogel é um biomaterial de nanofibra peptidica tridimensional que
induz o crescimento, migracdo e proliferacdo celular, assim favorecendo a
regeneracao tecidual. O objetivo deste trabalho foi avaliar a biocompatibilidade
e a atividade antimicrobiana da matriz de hidrogel associado ao extrato roma e
ao antimicrobiano ciprofloxacino. Para isso, foram realizadas analises
microbiolégicas sobre Enterococcus faecalis (ATCC 4083) em cultura
planctdnica, por meio d ensaio de microdiluicdo em caldo e em biofilme pelo
teste de MTT. Para os ensaios da biocompatibilidade, foi utilizada cultura de
macréfagos (RAW 264.7). A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT e a
genotoxicidade foi realizado pelo teste de micronucleo. A analise estatistica foi
realizada pelos testes ANOVA e Tukey, adotando o nivel de significancia 5%.
Os resultados demonstraram que a matriz de hidrogel associado ao extrato de
roma ndo apresentou atividade antimicrobiana para a cultura planctonica como
para o biofilme de E. faecalis. Porém, ndo foi citotoxico e genotdxico para RAW
264.7. Por outro lado, o antimicrobiano ciprofloxacino apresentou atividade
antimicrobiana sobre E. faecalis,além de ter apresentado efeitos citotoxico e
genotdxico para os macréfagos. Com isso, foi possivel concluir que o extrato de
roma associado ou ndo a matriz de hidrogel apresenta auséncia de citotoxico,
genotodxico e efeito antimicrobiano.

Palavras-chave: Hidrogel. Matriz. Celulas. Punica granatum. Enterococcus
faecalis. Citotoxicidade. Genotoxicidade.



Gomes LAP. Evaluation of biocompatibility and antimicrobial action in vitro of
a hydrogel scaffolds Hydromatrix associated to glycolic extract of Punica
granatum (pomegranate) [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The hydrogel matrix is a three-dimensional peptide nanofiber biomaterial that
induces cell growth, migration and proliferation, thus favoring tissue
regeneration. The objective of this work was to evaluate the biocompatibility
and antimicrobial activity of the hydrogel matrix associated with the
pomegranate extract and the antimicrobial ciprofloxacin. For this,
microbiological analyzes on Enterococcus faecalis (ATCC 4083) were carried
out in planktonic culture, by means of the microdilution test in broth and in
biofilm by the MTT test. For the biocompatibility assays, macrophage culture
(RAW 264.7) was used. Cytotoxicity was assessed by the MTT assay and
genotoxicity was performed by the micronucleus test. Statistical analysis was
performed by the ANOVA and Tukey tests, adopting the significance level 5%.
The results showed that the hydrogel matrix associated with the pomegranate
extract did not show antimicrobial activity for the planktonic culture as for the
E. faecalis biofilm. However, it was not cytotoxic and genotoxic for RAW 264.7.
On the other hand, the antimicrobial ciprofloxacin showed antimicrobial
activity on E. faecalis, besides having cytotoxic and genotoxic effects for the
macrophages. With this, it was possible to conclude that the pomegranate
extract associated or not with the hydrogel matrix shows absence of cytotoxic,
genotoxic and antimicrobial effect.

Keywords: Hydrogel. Scaffold. Cells. Punica granatum. Enterococcus faecalis.
Cytotoxicity.Genotoxicity.



1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos emergiu recentemente como uma estratégica
alternativa para reparo e regeneracdo de defeitos dsseos. Nesta estratégia, um
andaime ou matriz biodegradavel é frequentemente utilizado juntamente com
celulas osteogénicas e / ou fatores indutores de osso. Uma matriz para
regeneracdo 0ssea deve satisfazer requisitos basicos, tais como
biocompatibilidade, estrutura de poros interligada para crescimento de tecido, e
degradacdo controlada com produtos de degradacdo fisiologicamente
compativeis. Para satisfazer essas necessidades, varios polimeros biodegradaveis
naturais vem sendo estudados e desenvolvidos (Igwe, Mikael, Nukavarapu,
2014).

Estudos recentes tem se esfor¢ado para desenvolver biomateriais com
capacidade de interagir com o ambiente bioldgico, para melhorar a resposta
biologica e a interacdo do tecido/superficie, bem como pelo desenvolvimento de
materiais bio-absorviveis que sofram uma degradacdo progressiva, enquanto
regeneram e tratam os tecidos. Os polimeros biodegradaveis de natureza
sintética como poliglicolido (PGA), poliacido (PLA), polidioxanona (PDS), poli
(3-caprolactona) (PCL), poli-hidroxibutirato (PHB), poliortoéster, quitosano,
poli (2-hidroxietil-metacrilato) (PHEMA), acido hialurénico e outros hidrogéis
foram estudados e usados extensivamente em muitas aplicacdes na engenharia
tecidual, tais como substituicdo 0ssea, reparacdo de fraturas 0sseas, cartilagens,
meniscos e disco intervertebral. Em particular, os polimeros sintéticos
biodegradaveis estdo sendo bastante estudados uma vez que permitem um
melhor controle das suas propriedades fisico-quimicas e também tém sido

utilizados com sucesso em aplicacdes clinicas (Fukushima, 2012).
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Na engenharia tecidual, as células e os fatores de crescimento sdo
combinados com um suporte (ou matriz) biodegradavel poroso para reparar e
regenerar o tecido. Este suporte atua como uma matriz temporaria enquanto as
células segregam a matriz extracelular que € necessaria para a regeneracdo do
tecido. Os suportes podem ser utilizados para induzir a formacdo do tecido
desejado apds o crescimento de células a partir de areas circundantes e como
transportadores para células autdgenas semeadas que sdo cultivadas em
biorreatores e subsequentemente reimplantadas para o hospedeiro como um
material que promove o funcionamento das células (Hayashi et al., 2016).

HydroMatrix™ é uma matriz de nanofibra peptidica tridimensional que
promove o crescimento e migracdo celular. O HydroMatrix utiliza peptideos
especificos que formam uma matriz de hidrogel peptidica a partir de fluidos
precursores em materiais altamente reticulados em resposta a aumentos da
temperatura ou forca ibnica. A transformacéo rapida desta solucdo em gel de
peptideo gera uma matriz de nanofibras peptidicas para cultura de células na
engenharia de tecidos (Technical Bulletin, Sigma Aldrich).

Na Odontologia, novos produtos sdo lancados constantemente no
mercado. Tais produtos séo utilizados em intimo contato com tecidos biologicos
como polpa, dentina, tecido periodontal e osso alveolar. Dessa forma, os
biomateriais devem ser utilizados com cautela e sua indicagcdo nas diversas
situacdes clinicas deve ser sempre bem avaliada, levando em consideracéo
critérios clinicos e éticos quanto aos riscos e beneficios do tratamento. Para isso,
existe a necessidade de o cirurgido-dentista conhecer as caracteristicas e
propriedades dos biomateriais.

A alta prevaléncia de Enterococcus faecalis em periodontites apicais
secundarias vem sendo amplamente relatado (Stuart et al., 2006; Chavez de Paz
et al., 2010). O E. faecalis € uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa,

ndo esporulada e altamente resistente a acdo de antimicrobianos. Isso pode ser
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atribuido a sua habilidade de resistir por longos periodos sem nutrientes,
sobreviver em mono espécies e invadir tdbulos dentinarios (Cheng et al., 2012).
Esta bactéria tem capacidade de formar biofilme, que fica aderido em superficies
como a dentina. Além disso, produzem polissacarideos extracelulares que agem
como adesivo natural que imobiliza células, e que o torna altamente resistente,
em funcdo da variacdo fenotipica e genotipica proporcionada pelo biofilme
(Garcez et al., 2006; Bergmans et al., 2008; George; Kishen, 2008; Chaves de
Paz, 2010; Souza et al., 2010).

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas vem aumentando,
sendo que no Brasil, tanto nos grandes centros comerciais quanto no interior, 0
comeércio e a utilizacdo de plantas medicinais sdo atividades muito difundidas, as
quais sdo atribuidas diversas causas, sejam de ordem médica, social, cultural,
econdmica ou filosofica (Peron et al., 2008). Segundo Veiga Jr. et al. (2005), a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
qualquer vegetal que possui substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam utilizadas na producédo de farmacos semi-sintéticos.

Os fitoterapicos sdao medicamentos produzidos a partir de plantas
medicinais, sendo utilizados com finalidade no tratamento de doencas.
Entretanto, pesquisas com plantas medicinais devem ser realizadas, com o
propdsito da verificacdo de sua efetividade, bem como auséncia de toxicidade
(ANVISA, 2004).

Uma planta medicinal bastante estudada € a Punica granatum L. (romd),
classificada como um arbusto originario do Ird, atualmente é cultivado pelo
Mediterraneo, China, india, Africa do Sul e América (Abdollahzadeh et al.,
2011; Glazer et al., 2012; Janani, Estherlydia, 2013; Dastjerdi et al., 2014;
Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al., 2016), pertence a familia
Punicaceae e é composta por flores, cascas, frutos, raizes e sementes (Dastjerdi

et al., 2014). O arbusto apresenta de 1,5 a 5 m de altura com ramos espinhosos

12



(Shaygannia et al., 2015). As folhas séo brilhantes e possuem cerca de 7,6 cm de
comprimento (Qnais et al., 2007; Janani, Estherlydia, 2013) e as flores podem
ser vermelhas, laranjas ou rosas (Zarfeshany, 2014). A fruta madura possui de 5
a 20 cm de diametro, uma casca vermelho escuro, o formato de uma granada e o
peso varia de menos de 200 g a mais de 800 g (Janani, Estherlydia, 2013;
Shaygannia et al., 2016). A fruta contém muitas sementes que armazenam
pequenas quantidades de suco vermelho e sdo separadas por uma regido branca
conhecida por pericarpo membranoso (Janani, Estherlydia, 2013).

P. granatum L. tem um amplo espectro de acdo devido a seus fito-
constituintes tais como taninos, polifendis, alcalbides, flavondides, antocianinas,
acido ascorbico, acidos graxos e acido ursélico. O 0Oleo da semente contém
estrogénios que podem atuar no céancer de pele e pulmao, as frutas e brotos
podem ser usados no tratamento de disenteria, parasitas intestinais e em casos de
diarreia. JA 0 suco e as sementes podem ser utilizados no tratamento de
hemorrdidas e sangramentos de nariz e gengiva, bem como tdnico para garganta
(Shaygannia et al., 2016). Apresenta ainda propriedades anti-aterogénicas, anti-
hipertensivas podendo ser utilizado na prevencao e tratamento de diversos tipos
de cancer, doencas cardiovasculares, osteoartrite e artrite reumatdide, atua na
cicatrizacdo de feridas e no sistema reprodutor (Zarfeshany, 2014), além de ter
propriedades bactericida, antifngica, antiviral, apresentar modulacdo imune,
antioxidante, antinflamatéria, antiaterosclerética, e combater infeccdes
bacterianas inclusive com microrganismos multiresistentes (Abdollahzadeh et
al., 2011; Choi et al., 2011; Anibal, 2012; Fawole, 2012; Bakkiyaraj et al.,
2013; de Oliveira et al., 2013; Qabaha, 2013; Dastjerdi et al., 2014; Zarfeshany
2014; Betanzos-Cabrera et al., 2015; Shaygannia et al. 2016).

Diante do exposto, o desenvolvimento e a investigacdo de novos
materiais, associando propriedades de plantas medicinais, como a P. granatum,

com biomateriais pode originar novos produtos com propriedades fisicas,
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quimicas e bioldgicas adequadas para aplicacdes em engenharia tecidual sendo
uma alternativa aos tratamentos convencionais. Assim, este estudo in vitro
avaliou a matriz de hidrogel associada ao extrato roma verificando sua agéo
sobre a proliferagdo celular e sua atividade antimicrobiana, objetivando sua

utilizacdo na Odontologia.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro a biocompatibilidade,
proliferagdo celular e atividade antimicrobiana da associacdo da matriz de

hidrogel com diferentes concentracdes do extrato de roma.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a Concentracdo Inibitoria Minina (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para a cepa de
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) na forma
planctbnica;

b) Avaliar a acdo antimicrobiana do biomaterial sobre
cultura planctbnica e biofilme de Enterococcus faecalis
(ATCC 4083);

c¢) Analisar sua citotoxicidade através do teste de MTT em
macréfagos (RAW 264.7);

d) Avaliar sua genotoxicidade pelo teste de microndcleo em
macrofagos (RAW 264.7);
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Confeccbes dos grupos experimentais

Neste trabalho foram confeccionados quatro grupos experimentais,
sendo o0 grupo “1” o de maior interesse composto pela matriz de hidrogel

associado ao extrato de roma e pelos grupos controle:

a) Grupo 1: Matriz de hidrogel associada ao extrato do Punica granatum
L.

b)Grupo 2: Matriz de hidrogel associada ao antimicrobiano

ciprofloxacino.

¢) Grupo 3: Matriz de hidrogel sem associacao.

d) Grupo 4: Extrato de Punica granatum isolado.

3.2 Preparo e plagueamento do HydroMatrix Peptide Cell Culture Matriz

A matriz de hidrogel utilizada neste trabalho foi o HydroMatrix Peptide
Cell Culture Scaffold - A6982, Sigma-Aldrich, Brasil (Figura 1). O laudo
técnico fornece informagdes do produto que é constituido por peptideos

autopolimerizaveis instantaneos que formam um gel composto por uma matriz
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rica em nanofibras tridimensionais com aplicacbes em pesquisas relacionadas a
engenharia de tecidos. A matriz de hidrogel foi fornecida em um frasco na forma
de pé liofilizado pronta para ser preparada com 10 mL de agua estéril formando

uma solucéo estoque na concentracédo de 1%.

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

Fonte: Elaborada pela autora.

Para o plagueamento, foi utilizada a concentracdo recomendada pelo
fabricante para cultivo celular de 0,25%, realizando para isso a diluicdo da
solucdo estoque (1%) e apos este procedimento, foi adicionado 75 pL dessa
solucdo para a placa de 96 pocos e 250 uL para a placa de 24 pocos (Costar
Corning, Nova York, EUA) e em seguida as placas foram incubadas em estufa
com 5% CO, a 37° C por 1 hora para que ocorresse a formacao do gel inicial da
matriz de hidrogel no fundo dos pocos. Apos este periodo, seguiu-se com o

plagueamento celular para os testes microbioldgicos e de biocompatibilidade.

3.3 Analises da Atividade Antimicrobiana



Para a avaliacdo da acdo antimicrobiana dos grupos 1, 2, 3 e 4, os
ensaios foram realizados pela cepa padrdo de E. faecalis (American Type
Culture Collection — ATCC 4083), proveniente do Laboratorio de Microbiologia
e Imunologia do Curso de Odontologia do ICT — UNESP que foram mantidas
em congelamento em freezer -70°C em caldo Brain Heart Infusion (BHI —
Himedia, Mumbai, India) com 20% de glicerol. Para ativacio do micro-
organismo, a cepa de E. faecalis foi descongelada em temperatura ambiente e
cultivada em meio de cultura agar BHI (Brain Heart Infusion - Himedia,
Mumbai, India) por 48 h a 37°C em estufa bacterioldgica.

O extrato glicolico do Punica granatum L. (romd) 200 mg/L foi doado
pela empresa Mapric (Sdo Paulo, SP, Brasil). O laudo técnico fornecido pela
empresa, certifica que a parte da planta utilizada para fabricar o extrato glicolico
foi o fruto.

O antimicrobaino ciprofloxacino 200 mg (isento de excipientes) foi
obtido pela farmacia de manipulacdo Nostra Formula (So José dos Campos,
SP, Brasil). A dilui¢do do ciprofloxacino foi realizada em agua destilada estéril
nas concentrages 100 ug/mL, 50 ug/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL para a

realizacdo dos ensaios.

3.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da CIM dos grupos 1, 2, 3 e 4 e posterior constatacao
da CBM, foi utilizado o método de microdilui¢do de acordo com a Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) em placas de 96 pocos. Para a
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preparacdo do inoculo padronizado, o E. faecalis foi semeado por esgotamento
em &gar Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, india). Apds 24 horas
de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C, foi realizada a coloracdo de Gram
para avaliar o crescimento uniforme das colonias e isencdo de contaminages.
As coldnias foram transferidas para um tubo contendo solugéo fisiologica estéril
(NaCl 0,9%) e a suspensao bacteriana foi padronizada em espectrofotdmetro a
10° células por mL, com os parametros de comprimento de onda de 760 nm e
densidade Optica de 0,298. Na placa de 96 pocos, para o grupo 1 foi plaqueado a
matriz de hidrogel 0,25% e ap6s o periodo de geleificacdo iniciou-se as
diluigdes do extrato de roma 200 mg/mL em meio Mueller Hinton (100 mg/mL,
50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL) e a adicdo da suspensdo bacteriana
padronizada. No grupo 2, foi plaqueado a matriz de hidrogel 0,25% e seguiu-se
com as dilui¢des do ciprofloxacino em meio Mueller Hinton nas concentragdes
de 100 pug/mL, 50 pg/mL, 25 pug/mL e 10 ug/mL seguido da adigdo do micro-
organismo. No grupo 3 foi plagueado somente pela matriz de hidrogel com a
suspensao microbiana. No grupo 4, foi realizado as dilui¢cdes do extrato de roma
200 mg/mL em meio Mueller Hinton (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5
mg/mL) e a adicdo da suspensdo bacteriana. No controle negativo foi plaqueado
somente o meio de cultura Mueller Hinton. A placa foi levada para incubacéo
em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas, apos este periodo a leitura da
placa foi realizada macroscopicamente, determinando a CIM no po¢o de menor
concentracdo que nao apresentou turvacgao.

Apos a leitura das placas, foi realizada a determinacdo da CBM, para isto
inoculou-se por arraste em placas contendo 4gar BHI, 10 pL de cada poco da
CIM. Apos 48 horas de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C, foi feita a
leitura das placas considerando a menor concentracdo que ndo foi observado
crescimento de colbnias para determinar a Concentracdo Bactericida Minima
(CBM).
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3.3.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana em biofilme de E. faecalis

Para a formacao de biofilme in vitro, foi utilizado a cepa padrdo de
Enterococcus faecalis (ATCC 4083), utilizando como corpo de prova o fundo da
placa de 96 pocos. Para o preparo do indculo, o micro-organismo E. faecalis foi
plagueado em meio sélido BHI que foi incubada por 48 horas em estufa a 37°C.
A colbnia isolada do E. faecalis foi transferida para um tubo contendo 5 mL de
caldo BHI e incubado em agitacédo por 48 horas a 37°C e foi realizado a troca do
meio em 24 horas. ApOs este periodo, verificou a turvacdo do meio,
caracterizando o crescimento microbiologico, entdo o tubo foi centrifugado para
a formacdo do pellet e o sobrenadante foi descartado. Para o processo de
lavagem foi acrescido 3 mL de solucéo salina estéril que foi homogeneizado
através do vortex completo em agitador de tubos (Vision Scientific) e em
seguida centrifugado, este processo foi realizado duas vezes. Para o preparo da
suspensdao padrdo, o tubo contendo o pellet previamente lavado foi
ressuspendido em agitador com 5 mL de solucéo salina estéril. Esta solucdo foi
padronizada em espectrofotdmetro na concentracdo de 10’ células por mL nos
parametros de comprimento de onda de 760 nm e densidade oOptica de 0,385.

Para o0s grupos composto pela matriz de hidrogel (1, 2 e 3),
primeiramente foi realizado o plagueamento da matriz, e para isto foi acrescido
75 pL da solucdo 0,25% em cada poco e apds o periodo de geleificacdo da
matriz seguiu-se com o protocolo de formacdo do biofilme, portanto foi
inoculado 200 L da suspensdo padronizada de células de E. faecalis contendo
10" células por mL em solucdo salina estéril por poco e a placa foi incubada sob
agitacdo por 1 hora e 30 minutos a 37°C para promover a adesdo inicial dos
micro-organismos. Apos a fase inicial de adeséo, a suspensdo de células foi

aspirada cuidadosamente e cada poco foi lavado com salina estéril para remover
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as células frouxamente aderidas. Posteriormente foi acrescido 200 pL do meio
liquido BHI e a placa foi incubada sob agitacdo por 24 horas. Passado o periodo
de formacdo do biofilme, este foi colocado em contato com os grupos de estudo,
sendo que no grupo 1, foi adicionado as dilui¢cGes extrato de roma 200 mg/mL
em meio BHI (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL), no grupo 2 o
antimicrobiano ciprofloxacino foi acrescido em meio BHI nas diluicdes 50
ug/mL, 25 ug/mL e 10 ug/mL; no grupo 3 foi acrescido somente 0 meio de
cultura BHI e no grupo 4 foi adicionado as dilui¢bes extrato de roma 200
mg/mL em meio BHI (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12,5 mg/mL).
Foram realizados os controles da formacdo do biofilme sem tratamento, o
controle do meio de cultura e o controle negativo com a solucdo salina estéril. O
teste foi realizado em duplicata por um periodo de acéo prolongada de 24 horas.
Posteriormente, para a realizacao da leitura dos resultados por meio do ensaio de
MTT, foi acrescentado 100 pL da solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, Brasil) a 0,5
mg/mL em cada poco e as placas foram levadas a estufa bacteriologica a 37°C
por uma hora sob protecdo da luz. Ap6s o periodo, a solucdo de MTT foi
removida e adicionado 100 uL. de Dimetil Sulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich,
Brasil) para solubilizacdo do contetdo dos pogos. As placas retornaram a
incubacdo por 10 minutos. Apos este periodo, a placa foi levada a agitadora
orbital (Solab SL180/A) por mais 10 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura
da absorbancia dos pogos em espectrofotdmetro (Biotek, EL808IU) utilizando o

comprimento de onda de 570 nm.

3.4 Anélises de Biocompatibilidade
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Para a determinacdo da biocompatibilidade, foi avaliado o
comportamento dos grupos (1, 2, 3 e 4) em contato com macrofagos de
camundongo (RAW 264.7), através do ensaio de citotoxicidade com o teste

colorimétrico MTT e a genotoxicidade pelo ensaio de micronucleo.

3.4.1 Cultura celular de macrofagos (RAW 264.7)

Foram utilizados a cultura de células de macréfagos originados de
camundongos da linhagem RAW 264.7. Estas células foram obtidas do
Laboratério de Cultura de Células do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia (ICT — UNESP), as quais que foram previamente obtidas do banco
de celulas da Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).
Para o cultivo celular, foi utilizado o meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e 1% de antibidtico
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), em garrafas de cultivo
celular (TPP, Suica) e incubadas em estufa a temperatura de 37°C contendo 5%
de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. Em todas as etapas do
cultivo as células foram observadas em microscépio com luz invertida
(Microscépio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany) para
verificar o crescimento e adesdo celular.

Foram realizados subcultivos celulares quando atingido a subconfluéncia
das células, caracterizado pela ocupacdo de mais de 85% do frasco. Para o
subcultivo e plagueamento, os frascos foram lavados com PBS e o sobrenadante
descartado para remover celulas mortas ou frouxamente aderidas, entdo foi

adicionado o meio de cultura e as células foram removidas com auxilio de um



varredor celular (TPP, Suica), a suspensdo de células foi transferida para um
tubo tipo Falcon (TPP, Suica) e centrifugada durante cinco minutos a 3.000
RPM a 27° C (Centrifuga Labnet, USA). Apo0s a centrifugacdo, observou-se a
formacdo do pellet celular e o sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressuspendidas em 10 mL de meio de cultura fresco e transferidas para um novo
frasco de cultivo celular no caso de subcultivo ou foi realizado a padronizagéo
da suspenséo celular para o plagueamento.

Para a contagem celular foi transferida uma aliquota de 50 pL da
suspensd@o celular em um microtubo e adicionou-se 5 puL de corante azul de
Trypan 0,5% (Sigma-Aldrich) agitando com a micropipeta, entdo foi transferido
10 uL da mistura para a camara de Neubauer (Optik Labor) e a contagem de
celulas viaveis foi realizada considerando as células ndo coradas pelo azul de
Trypan, pois as células com colora¢do azul incorporaram 0 corante em seu
citoplasma devido a rupturas em sua membrana, portando ndo sdo consideradas
viaveis. Foi realizado uma diluicdo da suspensdo celular considerando a
proporcdo de células necessarias para o plaqueamento, sendo 8x10° células em
200 pL de meio de cultura para a placa de 96 pocos e 2x10* células em 1 mL de
meio de cultura para a placa de 24 pocos. O restante das células foram
ressuspendidas em meio de cultura contendo 10% de Dimetil Sulfoxido
(DMSO) - Sigma Aldrich e transferidas para tubos criogénicos e colocadas a -

70°C por 24 horas e posteriormente congeladas em nitrogénio liquido.

3.4.2 Citotoxicidade — Ensaio de MTT

Para o teste de citotoxicidade foi utilizado o método de oxidacéo
metabolica do sal MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-
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difeniltetrazdlio). Este sal é degradado por enzimas redutases presentes somente
em células viaveis que transformam a coloragdo amarelada do sal de MTT em
uma substancia de coloracdo arroxeada denominado formazan, que pode ser
quantificado por espectrofotometria. Neste ensaio foi utilizada a placa de 96
pocos, que antes do plagueamento foi adicionado 75 pL da solucgdo liquida da
matriz de hidrogel a 0,25% em cada poco e levada a estufa contendo 5% de CO,
a 37° C por 1 hora para a formacao do gel no fundo de cada poco. Para o
plagueamento, uma quantidade de 8x10° células foram colocadas em cada pogo
na placa de 96 pocos e incubadas em estufa por 24 horas a 37° C com 5% CO,
para a aderéncia celular no fundo do poco. Apoés este periodo, 0 meio foi trocado
e as culturas celulares foram expostas aos grupos de estudo (1, 2 e 4) e aos
controles negativo (sem células) e positivo (com células) e incubadas em estufa
com 5% CO, a 37° C por 24 horas. Apos o tratamento, a placa foi lavada trés
vezes com 200 pLL de PBS estéril para descartar células mortas e residuos. Apds
a lavagem, foram acrescentados 100 uL da solugdo de MTT (Sigma-Aldrich,
Brasil) a 0,5 mg/mL em cada poco. A placa foi coberta por papel aluminio e
levadas a estufa por uma hora, sob temperatura de 37° C e 5% de CO,. Ap0s o
periodo, a solucdo de MTT foi removida e adicionado 100 pul de Dimetil
Sulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich, Brasil) para solubilizacdo do conteddo dos
pocos. As placas envolvidas em papel aluminio retornaram a incubacdo por 10
minutos. ApoOs este periodo, a placa foi levada a agitadora orbital (Solab
SL180/A) por mais 10 minutos. Posteriormente, foi realizada a leitura da
absorbancia dos pogos em espectrofotometro (Biotek, EL808IU) empregando o
comprimento de onda de 570 nm. A citotoxicidade foi expressa como a
porcentagem em relacdo ao grupo controle (=100%), sendo considerado
citotdxico quando a viabilidade celular for (<50%). Esse teste foi realizado em

duplicata.
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3.4.3 Genotoxicidade — Ensaio de Micronucleo

O ensaio de micronucleo consiste na visualizagdo de um pequeno nucleo
acoplado ao nucleo verdadeiro que surge a partir do deslocamento de
fragmentos de cromossomo do nucleo principal, estes micronucleos surgem por
alteracbes genéticas espontaneas ou sdo induzidos por agentes genotdxicos.
Antes do plagueamento foram adicionados 250 pL da solucdo liquida da matriz
de hidrogel a 0,25% e levada a estufa contendo 5% de CO, a 37° C por 1 hora
para a formacdo do gel no fundo da placa. Em seguida, as células foram
plaqueadas na concentracdo de 2x10” células por poco e mantidas em estufa com
atmosfera imida contendo 5% de CO, a 37° C por 24 horas. Apds este periodo
foi trocado o meio de cultura e as células foram expostas aos grupos 1, 2,3 e 4 e
foram mantidas em estufa por mais 24 horas. Apos o tratamento, cada poco foi
lavado com 1 mL PBS estéril e foi adicionado 500 uL da solucéo fixadora de
formol 4% (Sigma-Aldrich) por 10 minutos, apos a fixacdo, os pocos foram
lavados com 1 mL de PBS e foram adicionados 200 pL de PBS e uma gota de
fluoroshield with DAPI e levados a mesa de agitacdo orbital (Solab) por 5
minutos sob protecdo da luz. Para a realizacdo da leitura foi utilizado o
microscopio de fluorescéncia (Axiovert 200, Zeiss, Jena, Alemanha) e foi

verificada a frequéncia de micronucleos em cada 2.000 células contadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) do extrato de roma

Os resultados para determinacdo da concentracdo inibitéria minima,
conforme a tabela 1, demonstraram que todas as dilui¢bes testadas do grupo 1 e
4 (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e 12.5 mg/mL) associadas ou ndo a matriz
de hidrogel apresentaram turvacdo, que podem ser decorrentes do crescimento
microbiano ou da interacdo do extrato com o meio, portanto ndo foi possivel
determinar a CIM do extrato de roméa associado ou ndo a matriz de hidrogel nas
concentracdes testadas sobre E. faecalis na sua forma planctonica. No grupo 2,
ndo foi observada turvacdo em todas as diluicOes testadas do antimicrobiano
ciprofloxacino (100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL), determinado a
CIM de 10 ug/mL para o ciprofloxacino sobre E. faecalis. No grupo 3, ocorreu o
crescimento microbiano, determinando que a matriz de hidrogel pura néo
apresenta acdo antimicrobiana. No controle negativo composto somente pelo
meio de cultura Mueller Hinton, ndo houve crescimento bacteriologico,
excluindo a possibilidade da contamina¢do do meio por micro-organismos.

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM),
conforme a tabela 2, todas as dilui¢cbes do grupo 1 e 4 foram testadas para
determinar se a causa da turvacdo foi decorrente do crescimento bacteriano ou
da interacdo do meio com o extrato, portanto foi realizado o plaqueamento por
arraste das quatro concentracdes testadas (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL e
12,5 mg/mL) e ap6s 48 horas de incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C, o

resultado da concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato de roma



associado ou ndo a matriz hidrogel ndo foi possivel ser determinado, pois
ocorreu crescimento em todas as concentragdes testadas para E. faecalis. No
grupo 2, ndo houve crescimento bacteriano em nenhuma concentragéo testada da
matriz de hidrogel associada com as dilui¢es do ciprofloxacino (100 ug /mL,

50 pug /mL, 25 pg/mL e 10 pug/mL) determinando a CBM de 10 pg/mL para o
ciprofloxacino sobre E. faecalis. No grupo 3, matriz de hidrogel isolada, ocorreu
0 crescimento microbiano, ndo sendo possivel determinar a CBM, comprovando
a auséncia de efeito bactericida da matriz de hidrogel sobre a cepa testada E.
faecalis.

Portanto, a determinacdo da CIM e CBM € maior que a testada de 100

mg/mL neste estudo.

Tabela 1 - Resultados do CIM para 0s grupos experimentais e controle.

GRUPO DESCRICAO CONCENTRACAO RESULTADO
100 mg/mL
Grupo 1 Matriz de hidrogel 50 mg/mL Ocorreu turvacdo em todas as
+ 25 mg/mL concentracoes.
Roma 12,5 mg/mL CIM néo determinada.
100 pg/mL
Grupo 2 Matriz de hidrogel 50 pug/mL N&o ocorreu turvacao em
+ 25 ug/mL nenhuma concentragao
Ciprofloxacino 10 pug/mL CIM =10 pg/mL
Grupo 3 Matriz de hidrogel 0,25% Ocorreu turvagédo
100 mg/mL
Grupo 4 Roma 50 mg/mL Ocorreu turvacdo em todas as
25 mg/mL concentragoes.
12,5 mg/mL CIM né&o determinada.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 2 - Resultados da CBM para 0s grupos experimentais e controle.

GRUPO DESCRICAO CONCENTRACAO RESULTADO
Grupo 1 Matriz de hidrogel 100 mg/mL Ocorreu crescimento em
+ 50 mg/mL todas as concentragoes.
Romi 25 mg/mL CBM néo determinada.
12,5 mg/mL
Grupo 2 Matriz de hidrogel 100 pg/mL Néo houve crescimento em
+ 50 pg/mL nenhuma das concentracdes.
Ciprofloxacino 25 ug/mL CBM =10 pg/mL
10 pg/mL
Grupo 3 Matriz de hidrogel 0,25% Ocorreu turvagédo
100 mg/mL Ocorreu crescimento em
Grupo 4 Roma 50 mg/mL todas as concentracdes.
25 mg/mL CBM néo determinada.
12,5 mg/mL

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Atividade antimicrobiana em bhiofilme de E. faecalis

Os resultados demonstram que as diluicbes do extrato de roma

associado ou ndo a matriz de hidrogel ndo tiveram atividade antimicrobiana

sobre o biofilme de E. faecalis e ainda favoreceram o desenvolvimento do

biofilme no tratamento realizado por 24 horas do biofilme de E. faecalis, como

demonstram na Figura 2.

Pode-se observar que houve uma atividade antimicrobiana efetiva com

o0 antibimicrobiano ciprofloxacino (Figura 2).
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Figura 2- Gréfico do biofilme do E. faecalis tratado por 24 horas.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Ensaio de Citotoxicidade

A analise dos dados obtidos pelo ensaio de MTT, demonstraram que a
viabilidade celular do extrato de rom&@ associado a matriz de hidrogel nas
diluicBes 100, 50 e 25 mg/mL ndo foram citotoxicos as células, porém na
concentracdo 12,5 mg/mL foi citotoxico, pois apresentou viabilidade celular
abaixo de 50% em relacé@o ao grupo controle (=100%). O extrato de roma sem a
associacdo da matriz de hidrogel, em nenhuma das concentrages testadas (100,

50, 25 e 12,5 mg/mL) foi considerado citotdxico as células quando comparado
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ao grupo controle. O antimicrobiano ciprofloxacino na concentragdo 10 pg/mL
apresentou baixa viabilidade celular (<50%) quando comparados ao grupo

controle, sendo considerado citotoxico (Figura 3).

Figura 3- Gréafico do ensaio de Citoxicidade realizado por ensaio de MTT
sobre macrofagos RAW
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Fonte: Elaborada pela autora.

O grupo 1 promoveu proliferacdo celular nas diluicdes 100, 50 e 25
mg/mL, sendo significante em relacdo ao grupo controle (p<0,05). O grupo 3
exibiu uma alta proliferacdo celular, sendo considerado significante em relacéo
ao controle (p<0,05).

No grupo 4 houve aumento da proliferacdo celular apenas na

concentragdo 100 mg/mL.
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4.4 Ensaio de Genotoxicidade

Os resultados da contagem de micronucleos no ensaio de genotoxicidade
indicaram que o ciprofloxacino (10 pg/mL) foi genotoxico para as células, pois
apresentou uma quantidade muito elevada de micronucleos quando comparado
ao grupo controle (tabela 3) (p<0,05). Os grupos 1, 3 e 4 foram comparados ao
grupo controle e ndo apresentaram genotoxicidade, pois a formacdo de

micronucleos se assemelha ao grupo controle.

Tabela 3 - Média do numero de micronucleos encontrados em 2.000 células

Grupos Média de
Micronucleos
Grupo 1 Matriz de hidrogel + roma 8
Grupo 2 Ciprofloxacino 10 pg/Ml 71
Grupo 3 Matriz de hidrogel 9
Grupo 4 Romé 100 mg/mL 18
Controle positivo  EMS 65
Controle Somente células 4

Fonte: Elaborado pela autora.



5 DISCUSSAO

Na engenharia dos tecidos, os hidrogeis se tornaram uma classe
promissora de materiais para a cultura de células. Em uma matriz de hidrogel,
uma rede de poros interconectados permite a retencéo nutrientes e um ambiente
adequado para a proliferacdo e crescimento celular. Podem ser utilizados
hidrogéis tanto de fontes sintéticas como naturais para a cultura de células. Os
componentes bioativos dos hidrogéis podem ser definidos (por exemplo,
materiais a base de péptidos tais como HydroMatrix™, PuraMatrix ™ ou outros
peptidicos) ou indefinidos (extratos de origem animal ou humana, como
Matrigel ™ ou MaxGel ™) (Bhattacharya et al., 2012).

Matrizes sintéticas com varios biopolimeros foram desenvolvidas para
aplicacbes biomédicas e farmacéuticas, tais como liberacdo de farmacos e
engenharia de tecidos. Os hidrogéis de polimeros biodegradaveis injetaveis sdo
ideais para engenharia de tecidos in situ, porque as células podem ser facilmente
incorporadas no polimero e converter rapidamente em um gel sob condicdes
fisioldgicas, compreendendo redes poliméricas hidrofilicas tridimensionais. No
entanto, estes biomateriais sdo muitas vezes compostos de microfibras que apés
gelificagdo se tornam muito maiores do que a matriz extracelular ativa.
Hidrogéis tém sido utilizados como o material de escolha em muitas aplicacdes
em medicina regenerativa e tém sido utilizados como farmacos e portadores de
celulas no campo da engenharia de tecidos (Akiyama et al., 2013).

No presente estudo, foi analisada uma matriz de hidrogel associada a um
fitoterapico (extrato de romd) e a um antimicrobiano de uso comercial, o
ciprofloxacino. Dentre os higrogéis, o escolhido foi o HydroMatrix ™ (Sigma -
Aldrich). Porém ainda, existem poucos trabalhos na literatura avaliando o seu

comportamento na engenharia de tecidos.

32



A atividade antimicrobiana sobre o microrganismo Enterococcus
faecalis foi analisada pelos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), para avaliar qual concentracdo do
extrato de roma e ciprofloxacino teria capacidade de eliminar 100% E. faecalis,
no intuito de determinar qual a CBM mais efetiva, e também se teria alguma
diluicdo citotoxica.

Os resultados da concentragédo inibitéria minima (CIM) para 0s grupos
contendo extrato de romé&@ associado ou ndo a matriz de hidrogel ndo foram
possiveis de determinar devido ao crescimento microbiano em todas as
concentragcOes testadas. Assim, a inibicdo do crescimento bacteriano
proporcionada pelas diferentes concentragGes foi avaliada pela concentragédo
bactericida minima (CBM), indicada pela presenca ou auséncia de crescimento
bacteriano. No entanto, a CBM para E. faecalis também néo foi possivel de ser
determinada, pois ocorreu crescimento microbiano em todos as concentragoes.
Para o antibidtico ciprofloxacino observou-se uma alta atividade antimicrobiana,
sendo determinado a CIM e CMM de 10 pg/mL.

Oliveira et al. (2011), realizou um estudo para avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato glicdlico de P. grantum L. (romd) em cepas-padrao
(ATCC) e em cepas clinicas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata. Para determinacdo da CIM realizou o teste de
microdiluicdo em caldo e testou dez concentragdes distintas 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39 e 0,19 mg/mL. E os resultados demonstraram que
das dez concentragOes testadas, seis foram efetivas para as cepas avaliadas (100.
50, 25, 12,5 6,25, 3,13 mg/mL. Contudo, conseguiu verificar com este estudo
que o extrato de romé& apresenta atividade antimicrobiana contra todas as cepas
testadas e que as cepas de S. epidermidis e S. mutans apresentaram maior
sensibilidade ao extrato de roméa (6,25 mg/mL).

A analise da atividade antimicrobiana no biofilme de E. faecalis tratado
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por 24 horas com o extrato de romd associado a matriz de hidrogel, nas
concentragdes 100, 50, 25 e 12,5 mg/ml verificou uma proliferacdo celular
superior ao grupo controle (=100%), sendo de 186,2%, 174,1%, 121,1% e
54,05% respectivamente e o extrato de roméd sem associacdo da matriz de
hidrogel nas concentragbes 100, 50, 25 e 12,5 mg/ml também ocorreu um
aumento da proliferacdo celular quando comparado ao grupo controle de 167,8,
119,55, 140,85 e 73,5 respectivamente, constatando que o extrato de roma com
Ou sem a associacdo da matriz de hidrogel ndo apresenta atividade
antimicrobiana e citotoxicidade contra E. faecalis e quando comparados com o
antimicrobiano convencional ciprofloxacino associado a matriz de hidrogel no
biofilme por 24 horas, todas as concentragdes testadas (100, 50, 25 e10 pg/mL)
foram mais citotoxicas, pois quando comparados ao grupo controle (=100%)
ocorreu diminuicdo da proliferacdo celular, sendo de 9,6%, 11,2%, 12% e
15,8%. Contudo, foi possivel verificar que o biofilme de E. faecalis foi
resistente a acdo do extrato de roméa associado ou ndo a matriz de hidrogel, pois
causou um aumento significativo do biofilme, concluindo que o roméa associado
Ou ndo a matriz ndo possui atividade antimicrobiana em todas as concentracoes
testadas neste trabalho. Em relacdo ao antimicrobiano ciprofloxacino, este foi
mais efetivo, pois conseguiu diminuir significativamente a formacéao do biofilme
de E. faecalis quando comparada a atividade antimicrobiana da associagdo da
matriz de hidrogel com o extrato de roma.

O teste de biocompatibilidade deste trabalho verificou que a matriz de
hidrogel associado ao extrato de roméa néo apresenta citotoxicidade, podendo ser
considerada biocompativel de acordo com o presente estudo, ja o antimicrobiano
ciprofloxacino foi considerado citotdxico.

A viabilidade celular é um pardmetro importante para determinar a
biocompatibilidade e danos nas células indutoras da regeneracdo dos tecidos.

Neste estudo, foi utilizado para avaliar a citotoxicidade, o ensaio de MTT, que
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mensurou a proliferacdo e viabilidade celular do extrato de roma e do
antimicrobiano ciprofloxacino com associacdo e sem associacdo a matriz de
hidrogel HydroMatrix. O teste de MTT é baseado na avaliacdo quantitativa de
celulas vivas apos a exposicao ao tratamento pela incubacdo com o corante MTT
[(brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA) (Mosmann, 1983). O MTT é um sal, que é reduzido por proteinas
mitocondriais ativas presentes em células viaveis, produzindo um p6 marcador
da viabilidade celular incorporada as células, é diretamente proporcional ao
numero de celulas vivas na cultura.

Para a avaliacdo da citotoxicidade celular em macréfagos (RAW 264.7),
0s dados obtidos atraves do tratamento das células com o extrato de roma nas
diluigdes 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL associados a matriz de hidrogel por 24
horas, verificou-se proliferacdo celular de 112,27%, 68,63%, 56,8% e 49,54%
(respectivamente) e o extrato de roma sem a associacdo da matriz de hidrogel foi
de 163,63%, 65,45%, 60% e 51,81%, sendo que comparados ao controle néo
foram considerados citotoxicos nas concentracdes 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL,
exceto concentragdo 12,5 mg/mL da matriz de hidrogel associada ao roma onde
verificou-se diminuigédo da proliferacédo celular para 49,54% sendo considerada
nesta concentracdo citotoxica quando comparada ao grupo controle (=100%). A
associacdo da matriz de hidrogel ao antimicrobiano ciprofloxacino na
concentracdo 105ug/mL, ocorreu diminuicdo da proliferacdo celular (43,18%)
quando comparada ao controle, constatando maior efeito antimicrobiano e
citotoxico. Essa avaliacdo foi realizada de acordo com o protocolo da ISO
10993-12 (International Organization for Standardization), que determina dose
toxica para 50% das células quando comparadas ao grupo controle. A
comparacgdo dos grupos indicou que ocorreu maior indice de viabilidade celular
do extrato de roma associado a matriz de hidrogel do que em relacdo ao

ciprofloxacino.
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Em um estudo realizado por Akiyama et al (2013), com uma matriz de
hidrogel denominada PuraMatrix (hidrogel de péptido sintético) que apresenta
propriedades semelhantes ao HydroMatrix, avaliou a PuraMatrix como matriz
para a engenharia de tecidos in situ da mucosa da orelha média, onde testou um
modelo de rato de orelha média cirurgicamente danificada transplantada com
células epiteliais de ouvido médio cultivadas encapsuladas dentro de
PuraMatrix. As células doadoras foram células epiteliais de orelha média de
ratos e confirmou que as células transplantadas tinham caracteristicas de células
epiteliais normais, tanto morfologicamente como funcionalmente. Apo0s o
transplante de células dentro de PuraMatrix, estas células foram encontradas na
superficie da lesdo subepitelial no ouvido médio receptor, mantiveram sua
morfologia e fungdo normais e formaram novas camadas epiteliais e
subepiteliais, separadas por uma membrana basal. Em contraste, as células
doadoras transplantadas sem PuraMatrix ndo foram estabelecidas no nosso
modelo, estes resultados sugeriram que as matrizes de hidrogel podem ser
indispensaveis para o transplante de células e que a PuraMatrix forma matrizes
de nanofibras eficazes na engenharia de tecidos in situ do tecido da mucosa da
orelha média neste modelo animal. Este estudo também relatou que o ambiente
bioldgico proporcionado por essa matriz era adequado para a interacdo célula-
celula e que as caracteristicas estruturais tais como a formacdo de nanofibras
numa escala semelhante a matriz extracelular e que esta possui capacidade para
reter agua (teor de agua até 99,5% p /v ).

No presente estudo, a analise da genotoxicidade foi realizada através do
teste de micronucleo, em que as células sdo quantificadas in vitro, podendo se
analisar os danos cromossémicos através do aparecimento de micronucleos entre
as celulas da cultura.

A matriz de hidrogel associada ao extrato de romd e o extrato de roma

sem associacdo da matriz de hidrogel quando testados com a cultura de
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macrofagos (RAW 264.7), ndo foram capazes de aumentar o numero de
micronucleos, o nimero de micronucleos destes dois grupos foram semelhantes
ao grupo controle, indicando que a matriz de hidrogel associada ao extrato de
roma, assim como o extrato de romd puro ndo Ssdo genotoxicos. Ja o
antimicrobiano ciprofloxacino, foi considerado genotoxico para as células.

De acordo com os resultados obtidos e dentro das condicdes realizadas
desta pesquisa, foi possivel evidenciar que a efetividade da matriz de hidrogel
com associacdo do extrato de roma, apresenta melhor atividade celular (em
cultura de macrofagos) quando comparada ao grupo da matriz de hidrogel
associado ao antimicrobiano convencional ciprofloxacino. Essa comparagao
entre esses dois grupos revela que o desempenho foi melhor da associacdo da
matriz de hidrogel com o extrato de romé& do que com o ciprofloxacino, que foi
toxico para as células, indicando que a associacdo com o extrato de roma foi
positiva, bioestimuladora sobre a proliferacdo celular independente da
concentracgdo testada neste estudo, pois aumentaram a resposta celular in vitro.
Ja os resultados da atividade antimicrobiana sobre o microrganismo E. faecalis,
ndo foi constatada atividade antimicrobiana, quando a matriz estava associada
ao extrato de romd, pois ocorreu uma proliferacdo exacerbada de
microrganismo, a associacdo da matriz ao ciprofloxacino, diminuiu a
proliferacdo celular, portanto teve melhor atividade antimicrobiana. Contudo, foi
possivel averiguar que a matriz apresentou resultados mais expressivos nos
experimentos em celulas do que em microrganismos.

Embora o uso da matriz de hidrogel tenha ainda poucos estudos
revelando suas vantagens e desvantagens em relacdo a sua utilizacdo,
principalmente em associa¢do com os extratos naturais, que é considerado uma
nova alternativa ao uso dos antimicrobianos comerciais, devido ao aumento de
cepas bacterianas resistentes, a associacdo dessa matriz é interessante por serem

materiais biodegradaveis e de grande potencial ainda a ser descoberto e
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estudado.

Dentre as vantagens do uso do HydroMatrix destacam-se o facil
manuseio, a interacdo mediada por células, a biodegrabilidade e
biocompatibilidade. A incorporacdo da matriz de hidrogel ao extrato neste
estudo revelou a melhora da bioatividade celular, com baixa citotoxidade e
induziram melhor resposta celular in vitro quando comparada ao antimicrobiano
ciprofloxacino.

Desta forma, apesar de serem necessarias novas pesquisas, este estudo
abre novas possibilidades para novas pesquisas da matriz de hidrogel, assim
como, novos testes da incorporacdo da matriz com novas concentracdes do
extrato de roma e com outros extratos naturais, visando analisar a atividade
antimicrobiana, proliferacdo celular, citotoxicidade e genotoxicidade e assim,

uma aplicacgéo futura em engenharia dos tecidos e na Odontologia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que nas condigOes deste estudo, a associacdo da matriz
hidrogel ao extrato de roma foi biocompativel para macréfagos, uma vez que
ndo apresentou citotoxicidade e genotoxicidade. No entanto, esta associa¢cdo ndo

apresentou atividade antimicrobiana para E. faecalis.
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