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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

Anti-inflammatory and antimicrobial are popular uses of Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville (barbatim&o). This study proposed to perform the
phytochemical analysis of S. barbatiman (Vell.) Mart. (barbatimdo) extract and to
verify in vitro some of its biological activities as antimicrobial on planktonic cultures
and Dbiofiims of Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, and Parvimonas micra; cytotoxicity and genotoxicity on
human keratinocytes (HACAT), murine macrophages (RAW 264.7) and fibroblasts
(L929), and anti-inflammatory action on RAW 264.7. The antimicrobial activity on
planktonic cultures was evaluated by broth microdilution. Afterwards, the effective
concentrations were evaluated on mono microbial biofilms. The cytotoxicity analysis
was verified by the MTT test and the genotoxicity by the micronucleus test. Anti-
inflammatory activity was evaluated in RAW 264.7 stimulated by lipopolysaccharide
(LPS) of Escherichia coli and treated with the extract, quantifying the levels of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-17) and anti-inflammatory (IL-10),
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The data that presented normal
distribution were analyzed by ANOVA and Tukey's test, and those that were not,
were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunns test, with a significance level of 5%
(p<0.05). Barbatimdo extract was effective on biofilms, reduction between 54 and
100%. The extract was not cytotoxic to RAW 264.7 and L929 in the 24 hr time nor to
HACAT for 5 min and in 24 h 50 and 100 mg / ml increased cell viability. The extract
of S. barbatiman (Vell.) Mart. was not genotoxic for RAW 264.7. The LPS-associated
extract increased the production of all cytokines studied except for TNF-a. In
conclusion, barbatimédo extract was effective on mono-species biofilm of anaerobic
bacteria at non-cytotoxic concentrations for RAW 264.7, L929 and HACAT.

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




1 INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

As infeccbes sdo clinicamente caracterizadas por inflamacdo que é um

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

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

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

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

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

sao necessarias.
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6 CONCLUSAO

Mart.:

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

a) Apresentou alta atividade antioxidante;

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

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

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

e) O extrato reduziu a liberacdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a e
aumentou a liberagdo das demais citocinas estudadas quando associado
ao LPS.
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