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RESUMO

Ferreira CM. Extrato glicolico de Rosa centifolia L.: atividade anti-inflamatoria e
antibiofiime sobre bactérias anaerdébias de interesse odontoldgico [trabalho de
conclusao de curso]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

Objetivo: avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e antibiofilme do extrato glicélico
de R. centifolia L. sobre culturas planctbnicas e biofilmes de Prevotella intermedia e
Parvimonas micra, a citotoxicidade e a acao anti-inflamatdria em macréfagos de
camundongos (RAW 264.7) estimulados por lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli. Material e métodos: para verificacdo de atividade antimicrobiana do extrato
sobre 0s microrganismos anaerébios, foi aplicado teste de microdiluicdo, preconizado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M11-A7. As
concentragbes mais efetivas foram analisadas sobre biofilmes por 5 min e 24 h.
Posteriormente, foi avaliada a citotoxicidade do extrato em linhagem RAW 264.7 por
meio do ensaio colorimétrico MTT, e a agéo anti-inflamatdria foi verificada por ELISA,
com quantificacédo de citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e TNF-a), apds exposig¢ao dos
macrégafos as concentracdes mais efetivas. Os resultados foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis suplementado por Dunn considerando-se p<0,05.
Resultados: o extrato de R. centifolia L. ndo apresentou ag&o antimicrobiana para P.
intermedia e P. micra. Apés 24 h de tratamento, o extrato (100 mg/mL) reduziu a
viabilidade do biofiime de P. micra em 65,24%. Sobre a acdo citotoxica em
macrofagos, o extrato ndo apresentou citotoxicidade nas concentracdes 3-25 mg/mL
apos 5 min e 24 h de tratamento. Com relagdo a acdo anti-inflamatéria, ndo houve
reducdo das citocinas pro-inflamatérias analisadas. Conclusado: conclui-se que o
extrato de R. centifolia L. possui acdo antibiofiime contra P. micra ap6s 24h de
tratamento. O efeito citotoxico do extrato em macréfagos foi dose-dependente e ndo
possui atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatéria; Biofilme; Parvimonas micra; Prevotella
intermedia; Rosa centifolia L.



ABSTRACT

Ferreira CM. Glycolic extract of Rosa centifolia L.: anti-inflammatory and antibiofilm
activity on anaerobic bacterias of dental interest [graduation final work]. S&o José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2022.

Objective: to evaluate in vitro the antimicrobial and antibiofilm activity of the glycolic
extract of Rosa centifolia L. on planktonic cultures and biofilms of Prevotella intermedia
and Parvimonas micra, the cytotoxicity and the anti-inflammatory action in mouse
macrophages (RAW 264.7) stimulated by lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia
coli. Material and methods: to verify the antimicrobial activity of the extract on
anaerobic microorganisms, a microdilution test, recommended by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), standard M11-A7, was applied. The most
effective concentrations were analyzed on biofilms for 5 min and 24 h. Subsequently,
the cytotoxicity of the extract in RAW 264.7 strain was evaluated using the MTT
colorimetric assay, and the anti-inflammatory action was verified by ELISA, with
guantification of pro-inflammatory cytokines (IL-718 and TNF-a), after exposure of the
macrophages at the most effective concentrations. The results were analyzed using
the Kruskal-Wallis test supplemented by Dunn, considering p<0.05. Results: the
extract of R. centifolia L. showed no antimicrobial action against P. intermedia and P.
micra. After 24 h of treatment, the extract (100 mg/mL) reduced P. micra biofilm viability
by 65.24%. Regarding the cytotoxic action on macrophages, the extract did not show
cytotoxicity at concentrations of 3-25 mg/mL after 5 min and 24 h of treatment.
Regarding the anti-inflammatory action, there was no reduction in the pro-inflammatory
cytokines analyzed. Conclusion: it is concluded that the extract of R. centifolia L. has
antibiofilm action against P. micra after 24h of treatment. The cytotoxic effect of the
extract on macrophages was dose-dependent and it has no anti-inflammatory activity.

Keywords: Anti-inflammatory activity; Biofilm; Parvimonas micra; Prevotella
intermedia; Rosa centifolia L.
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1 INTRODUCAO

A periodontite consiste em um processo inflamatério crénico causado pela
interacdo do biofilme dentario acumulado, no qual bactérias anaerdbias estédo
presentes, com as células do tecido periodontal do hospedeiro. Consequentemente,
ocorre a perda das estruturas de suporte e sustentacdo dos dentes [1, 2]. Assim como
a periodontite, a infeccdo endodoéntica também € causada predominantemente por
bactérias anaerdbias, no qual apds a penetracdo dos microrganismos na polpa, ocorre
a adeséo e a formacao do biofilme ao longo do canal radicular [3]. Os microrganismos
de interesse odontolégico apresentam muitos fatores de viruléncia, dentre esses, 0s
biofimes se destacam pela complexidade, ja que abrigam uma estrutura de
microrganismos em interacdo direta, cada vez mais resistentes as terapias
convencionais e fortificando a patogenicidade da doenca. Essa comunidade
microbiana encontra-se envolta por uma matriz extracelular e aderida entre si a uma
superficie [4,5]. Dentre os microrganismos de interesse odontoldgico que possuem a
capacidade de formar biofilmes estdo o Parvimonas micra e Prevotella intermedia [6].

Parvimonas micra anteriormente denominada Peptostreptococcus
(micromonas) micros, € uma espécie de cocos Gram-positivos, anaerobios
obrigatérios e proteoliticas frequentemente encontrados na gengiva de individuos
sadios e encontrado em maior nimero em individuos com periodontite [6]. Também &
frequentemente isolada em abscessos apicais agudos [7]. J& o microrganismo
Prevotella intermedia sédo bacilos Gram-negativos, anaerdbios obrigatérios produtores
de betalactamases sendo um dos principais componentes da microbiota do sulco
gengival e frequentemente isoladas de periodontites apicais [6]. Tal espécie também
€ comumente associada a infec¢cdes endododnticas sintoméaticas [8]. Ainda, apresenta
capacidade de invaséo tecidual contribuindo para destruicdo dos tecidos sadios [6].

Estudos tém demonstrado que a presenca de alguns patégenos da doenca
periodontal pode estar relacionada com diversas doencas sistémicas. Com relacéo a
P. intermedia, verificou-se que sua presenca pode estar relacionada ao aumento do
risco de infarto e do cancer bucal [9,10]. Pifion-Esteban et al. [9] encontraram o DNA
desse patdgeno no material tromboético de pacientes com intervengao coronariana e

Zhang et al. [10] verificaram que esta foi uma das espécies que apresentou aumento



guantitativo em sitios tumorais em pacientes com carcinoma de células escamosas
na mucosa oral.

Com relagéo P. micra, cronologicamente pode-se verificar uma mudanga nos
achados cientificos. Holger Bartz et al. [11] e Ozok et al. [12] afirmaram que esse
microrganismo é “‘raramente encontrado em infecgbes em outras partes do corpo”.
Contudo, nos ultimos anos, houve uma alta consideravel no numero de estudos
encontrados na literatura sobre infecgOes sistémicas correlacionadas com P. micra
como por exemplo a espondilodiscite (infeccdo na coluna vertebral). Uma reviséo de
literatura publicada em 2018 mostrou categoricamente que houve uma explosédo de
relatos de casos sobre tal correlacdo nos anos de 2014 e 2015 [13]. No ano de 2020,
Durovic et al. [14] relataram uma série de seis casos dos quais cinco P. micra foi o
Unico patdgeno isolado da infecgdo na coluna. Ainda, casos de abscessos cerebrais
[15] e pulmonar [16] causados por P. micra também foram relatados. Bactérias
resistentes aos antibioticos e antissépticos bucais tém surgido e a eficacia das
substancias antimicrobianas empregadas no tratamento das infec¢cdes bucais tem
diminuido [17]. A emergéncia das descobertas de possiveis associacdes desses
microrganismos anaerébios com doencgas sistémicas fomenta ainda mais a busca por
um tratamento eficaz.

Com isso, torna-se necessaria a busca por métodos alternativos para serem
utilizados em associacéo ao tratamento periodontal e a instrumentacado endoddntica.
Nesse enfoque, 0 uso de produtos naturais pode ser uma alternativa promissora para
atuar de forma conjunta no tratamento das infec¢des bucais, visto que, nos ultimos
anos, o numero de pesquisas relacionadas a medicina fitoterapica aumentou [18]. A
utilizacédo de plantas medicinais € uma pratica antiga, tendo registros desde a época
dos egipcios e também é tradicao, por exemplo, em tribos indigenas [19].

Dentre as plantas utilizadas, destaca-se a Rosa centifolia L., conhecida como
rosa branca, essa planta possui origem asiatica e é cultivada desde a antiguidade.
Possui atividade anti-inflamatéria, antisséptica, cicatrizante, anticolagenase,
antielastase e antioxidante e atua em condi¢des de artrite, asmas, bronquite, feridas,
Ulceras, dores de cabeca e dores musculares [20-23].

Em relacdo a sua composi¢cao, observa-se a presencga de aproximadamente
noventa e cinco componentes em seu 0leo essencial, como terpenos, glicosideos,

flavondides e antocianinas [24]. Estudos abordando o extrato de Rosa centifolia L. séo
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escassos na literatura, entretanto, comparacfes foram realizadas entre a atividade
antimicrobiana do extrato de Rosa damascena, que pertence a mesma familia do
composto abordado. Dentre quarenta e dois Oleos naturais testados, o 6leo essencial
de Rosa damascena foi selecionado como um dos quatro 6leos com maior atividade
inibitoria significativa no quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa [25].

A atividade antimicrobiana do extrato de Rosa damascena também foi
comparada as solugdes irrigadoras comumente utilizadas para tratamento de
infec¢des endodénticas (hipoclorito de sodio e clorexidina). Os autores concluem que
todas as solucfes foram capazes de matar todos 0s microrganismos apos 1 minuto
de contato [26].

Uma solucéo preparada a partir das flores de Rosa damascena foi avaliada
guanto a atividade antimicrobiana sobre Candida albicans e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e quanto a capacidade modulatéria sobre neutréfilos.
A substancia conhecida como “agua de rosas” foi capaz de reduzir a patogenicidade
dos microrganismos e atenuar a estimulagéo de neutroéfilos [27].

Em relacdo a espécie Rosa centifolia L., o potencial anti-inflamatério do
extrato aquoso e do extrato alcodlico foi analisado em ratos com processo inflamatério
induzido por carragenina e ambas as apresentacdes do extrato vegetal foram capazes
de controlar a inflamacdo. O extrato aquoso inibiu citocinas pro-inflamatdérias como
TNF-a, IL - 1B e IL - 6 e 0 extrato alcodlico ainda foi avaliado quanto ao seu potencial
para combater a artrite, induzida pelo método adjuvante completo de Freund e os
resultados revelaram-se promissores [22,23]. Os autores relatam que os resultados
sdo semelhantes a outros encontrados na literatura com relacdo a atividade anti-
inflamatoria de outras espécies do género Rosa como Rosa damascena e Rosa
canina [28,29]. Além disso, Galal et al. [35] estudaram os fitoquimicos de poda de
Rosa damascena e sua possibilidade de uso como fitomedicina, sendo considerados
moderadamente eficazes contra Aspergillus fumigatus e Candida albicans, Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Proteus vulgaris. Dessa maneira, foi constatado que os
residuos desse composto poderiam ser usados para uma variedade de propdsitos
médicos.

Os estudos sobre acao antimicrobiana do extrato de Rosa centifolia L. sao
escassos na literatura e ha poucos relatos sobre a atividade anti-inflamatéria do

mesmo. Outras espécies do género Rosa tém sido avaliadas e apresentam resultados
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promissores quanto as atividades biolégicas sobre microrganismos e células.
Investigar o potencial de novos extratos vegetais conduz o grupo de estudos a
maturidade cientifica, uma vez que, a associacao de extratos populares aos menos
conhecidos podem promover resultados surpreendentes.

Como supracitado, € de suma importancia avaliar novas op¢odes de tratamento
para as espécies anaerdbias como P. intermedia e P. micra, microrganismos
patogénicos responsaveis pela colonizacdo da cavidade oral. Além de tais bactérias
estarem comprovadamente relacionadas as infec¢gdes bucais, a recente descoberta
sobre a possivel correlacdo da presenca de P. intermedia e P. micra com problemas
de saude sistémicos fomenta ainda mais essa busca por terapias alternativas
eficientes, como a investigacéo farmacoldgica dos produtos naturais, impulsionado o
desenvolvimento cientifico nessa area.

Diante da grande diversidade de plantas, R. centifolia L. tem um potencial
inexplorado para ser utilizado em formulac@es de interesse odontoldgico, assim, este
estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e antibiofilme do
extrato glicélico de R. centifolia L. sobre culturas plancténicas e biofilmes de Prevotella
intermedia e Parvimonas micra, a citotoxicidade em macrofagos de camundongos
(RAW 264.7), e a acao anti-inflamatéria em cultura de RAW 264.7 estimulados por

lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato vegetal

O extrato glicdlico de R. centifolia L. (rosas brancas) foi adquirido na
concentracdo de 20% (200 mg/mL) em propilenoglicol (Mapric, SP). O extrato foi
obtido utilizando-se flores de R. centifolia L. O informativo técnico do extrato encontra-

se no Anexo A.
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2.2 Atividade antimicrobiana do extrato

2.2.1 Microrganismos

A avaliagao da atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada sobre cepas
de referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) de Prevotella intermedia
(ATCC 33563) e Parvimonas micra (ATCC 33270) provenientes do Laboratoério de
Anaerdébios (LANA) do ICT — UNESP.

2.2.2 Atividade antimicrobiana sobre plancténicos

A avaliacdo sobre plancténicos foi baseada no Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), norma M11-A7. Em placas de 96 pocos, foram adicionados
100 pL/poco de caldo Brucella (Himedia, Mumbai, india) enriquecido com sangue de
carneiro desfibrinado (5%) (New Prov, Pinhais, Brasil), Hemina (1%) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e Menadiona (1%) (Merck, Darmstadt, Alemanha), e no
primeiro poco de cada coluna 100 pL do extrato, iniciando uma série de 10 diluicdes
seriadas (quadro 1). Foram adicionadas aliquotas de 10 plL/poco de suspensao
bacteriana preparada em solucao fisiolégica estéril (0,9% de NaCl) e padronizada na
escala 0,5 de McFarland e correspondente a concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL
seguida, o conjunto foi levado para incubacdo em anaerobiose (37°C/48 h). Como
controle, foi utilizado 100 uL de caldo Brucella e 100 yL de suspensao bacteriana. A
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada no primeiro pogo visualmente
limpido e a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada como a menor
concentracéo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para isso, aliquotas
de 20 pL de cada pogo foram inoculadas em agar Brucella por meio da técnica da gota
e incubadas (37°C / 7 dias) em anaerobiose. Apos periodo de incubacéo, em placas
gue nao foi observado crescimento de colbnias, foi determinada a CBM do extrato

para cada cepa bacteriana. Com base nestes resultados, foi realizada a atividade



antibiofilme do extrato vegetal, com as concentracdes determinadas previamente.

Quadro 1 — Teste de microdiluicdo em caldo, concentracdo do extrato de Rosa

centifolia L. em cada pogo expressos em mg/mL

Concentracdo do extrato de R. centifolia L. (microdiluic@o seriada)

Pocos 1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10°
Extrato 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 0,09
(mg/mL)

Fonte: Elaborado pela autora.

2.2.3 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes

As bactérias foram cultivadas em meio sdlido (agar Brucella) e incubadas em
anaerobiose (37°C/48 h). Em seguida, foram preparadas suspensdes microbianas em
solucéo fisioldgica estéril e padronizadas na escala 0,5 de McFarland. Aliquotas da
suspencao foram adicionadas (100 pL/poc¢o) em placas de 96 pocos acrescido de 100
pL de caldo Brucella enriquecido. A placa foi levada para incubacgao (37°C/ 7 dias em
anaerobiose) com troca do meio de cultura a cada 48 h. A seguir, o biofilme foi lavado
(0,9% de NaCl) e exposto a diferentes concentracdes do extrato previamente
selecionadas no teste de microdiluicdo em caldo com diferentes tempos de contato (5
min e 24 h). Como controles, foram utilizados solu¢éo salina (5 min) e salina/meio de
cultura (24 h) e solucéo de clorexidina 0,12% (n=12). Apés o0s tratamentos com extrato
e duas lavagens com solucéo salina, foi realizado o teste de viabilidade celular da
bactéria em que foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) em cada pogo e a placa foi
incubada ao abrigo da luz a 37 °C durante 1 hora. A solugédo de MTT foi removida e
foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma Aldrich). Uma nova
incubacéo foi feita ao abrigo da luz por 10 min em shaker e 10 min em estufa a 37 °C.
A leitura foi realizada em espectrofotometro com 570 nm e as densidades Opticas (DO)



foram convertidas em reducao de viabilidade celular por meio da formula: % Reducéo
de Viabilidade = 100 - (DO Poco Tratado x 100 / Média de DO Controle Negativo).

2.3 Anélise de citotoxicidade

2.3.1 Cultura celular

Foram utilizados macré6fagos de camundongo (RAW 264.7) provenientes do
Banco de Células do Rio de Janeiro - Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich
(APABCAM, Rio de Janeiro, Brasil), cultivados em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB - Invitrogen, Nova York, EUA) e 1% de penicilina-estreptomicina
(Gibco, Grand Island, NY, United States) e mantidos em frascos de cultivo celular
(TPP, Suica) sob incubacdo (37°C e CO2 5%) e umidade atmosférica. Apos
subconfluéncia, RAW 264.7 foi desprendida com varredor celular (TPP) e apés
centrifugagdo (3000 rpm/5 min) desta suspensdo celular o sobrenadante foi
descartado e o pellet suspenso em meio fresco. Com o teste de exclusdo por azul de
Trypan (0,5%, Sigma-Aldrich) foram quantificadas as células viaveis. Com isso, em
placas de 96 pocos foram adicionadas 200 puL/po¢co de DMEM contendo 4 x 104 células
viaveis e seguiram para incubacéao por 24 h.

2.3.2 Exposicéo as concentragfes do extrato

O extrato de R. centifolia L. foi diluido de forma seriada em meio de cultura



DMEM para obter diferentes concentracdes (0,3-100 mg/mL). O meio de cultura
(DMEM) foi utilizado como controle negativo, sendo n = 10/grupo experimental. Com
iISs0, a cultura foi exposta a cada concentracdo do extrato por 5 min ou 24 h. Para
descarte de células que ndo sobreviveram ao tratamento foram feitas lavagens com

PBS (Tampao fosfato-salino).

2.3.3 Teste de MTT

A solucdo de MTT [brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5difeniltetrazdlio]
(Sigma Aldrich) foi preparada com suspenséo do p6 de MTT em PBS na concentracéo
de 0,5 mg/mL. Foram adicionados 100 pL/poc¢o e ap6s incubacdo de 4 h, sob abrigo
da luz, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL/poco de dimetilsulfoxido
(DMSO - Sigma Aldrich). Nova incubacao de 10 min foi realizada e apds agitacdo da
placa em shaker, por mais 10 min, foi determinada a absorbancia dos pocos com
auxilio de espectrofotdbmetro de microplacas (Bio-Tek, Vermont, EUA) a 570 nm. Os

dados gerados foram convertidos em percentual de viabilidade celular.

Figura 1 — Solucéo de MTT colocada em contato com as células para anélise de citotoxicidade.
Fonte: Elaborado pela autora.
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2.4 Atividade anti-inflamatoria

2.4.1 Formacao dos grupos experimentais

Em placas de 24 pocos foram acrescentados 5 x 10° células viaveis/mL em
cada poco. As placas foram incubadas (37°C e CO2 5%) por 24 h para aderéncia das
células. Apos, o meio foi removido e adicionado meio de cultura suplementado com
extrato de R. centifolia L., em diferentes concentracdes (6,2 e 12 mg/mL).
Adicionalmente, foram incluidas as situacfes de auséncia e presenca de LPS (1
pg/mL) de E. coli no meio suplementado com extrato vegetal. DMEM foi utilizado como
controle negativo em ambas situa¢cdes. Para cada grupo experimental foi utilizado n =
10. Em seguida, as placas seguiram para incubacao por 24 h e os sobrenadantes de
todos os grupos foram coletados, armazenados em microtubos e congelados em
freezer (-20°C) para posterior quantificacdo de IL-1B e TNF-a pelo teste

imunoenziméatico ELISA.

2.4.2 Teste imunoenziméatico ELISA

Foram utilizados Kits comerciais DuoSet ELISA Development System para IL-
18 e para TNF-a (R & D Systems, Minneapolis, EUA). Apds diluicao do anticorpo de
captura anti-IL-18 ou anti-TNF-a em PBS, foram adicionados 100 pL/pogco em
microplacas para teste ELISA (GreinerBioOne, Bélgica) e deixadas em temperatura
ambiente, overnight, protegidas por filme plastico. Posteriormente, 0s pogos passaram
por processo de lavagem que consistiu na remoc¢ao do sobrenadante e adi¢cao de 300
puL de Tampéo de Lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20), por trés vezes
consecutivas. Apoés, foram adicionados 300 pL/poco de Tampéao de Bloqueio (PBS



acrescido de 0,1% de Soro Albumina Bovino - BSA). As placas foram deixadas em
temperatura ambiente por uma hora. ApOs procedimentos de lavagem, foram
adicionados nas placas 100 pL do padrao de citocinas (curva-padréo) e 100 pL dos
sobrenadantes celulares obtidos apds exposicdo ao extrato vegetal. Apos duas horas
de incubacdo em temperatura ambiente, os procedimentos de lavagem foram
realizados e posteriormente foram acrescentados 100 pL/poco de anticorpo de
deteccao (anti-IL-1 ou anti-TNF a) marcados com biotina. As placas foram mantidas
em temperatura ambiente por duas horas. Novas lavagens foram feitas e apds foram
adicionados 100 pL/poco de estreptavidina conjugada com enzima peroxidase. Sobre
protecdo da luz, as placas foram incubadas em temperatura ambiente por 20 min.
Apébs os procedimentos de lavagem, foram adicionados 100 pL/poco da solucéo de
substrato cromogénico, composto por Reagente A (perdéxido de hidrogénio) e
Reagente B (tetrametilbenzidina) na proporcdo de 1:1. As placas foram incubadas,
abrigadas da luz, a temperatura ambiente por 20 min. Logo apos, foram adicionados
50 pL da Solugcédo de Parada (acido sulfurico 2N) e as placas foram imediatamente
levadas ao leitor de microplacas, e suas absorbancias foram lidas no comprimento de
onda de 450 nm. Apds obtencdo das DO foram determinados os niveis de IL-1B e
TNF-a (pg/mL) das amostras de sobrenadantes celulares com auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0.

2.5 Analise estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram analisados pelo teste ANOVA
suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05), e 0s que ndo apresentaram normalidade
foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis suplementado por Dunn. Em todos os
testes foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, considerando-se o nivel de
significancia de p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana sobre microrganismos plancténicos

N&o foi possivel obter a CIM do extrato devido a turbidez, impossibilitando a
leitura visual dos resultados. Com relacdo a CBM, as concentra¢gbes mais altas do
extrato glicélico de R. centifolia L. ndo apresentaram a¢do microbicida uma vez que

houve crescimento de colbnias em todas as concentracdes avaliadas.

3.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos

Foram utilizadas para o teste em biofilmes as concentracdes de 200 (extrato
puro), 100 e 50 mg/mL para os tratamentos de 5 min e de 100, 50 e 25 mg/mL para
os tratamentos de 24 h, visto que a CBM nao foi definida para nenhuma cepa. As
concentracOes utilizadas para o tratamento de 24 h foram menores pois, por conta da
incubacédo de longo periodo, seria necessario fornecer nutrientes (meio de cultura)
aos microrganismos de forma a evitar esta interferéncia nos testes, impossibilitando a

utilizag&o de extrato puro (200 mg/mL).

3.2.1 Prevotella intermedia

Pode-se verificar que no tratamento por 5 min do extrato de Rosa centifolia
L. sobre P. intermedia houve uma reducdo do biofilme de 3,14% e 11,62% nas
concentracdes de 100 e 50 mg/mL respectivamente. O grupo tratado com clorexidina
0,12% sofreu uma reducédo de 3,43%. Quando tais grupos foram comparados ao

controle, ndo houve diferenca estatistica significativa (P > 0,05).



Prevotella intermedia - 5 min

A A A A B8 Controle (-)
T -T- B3 200 mg/mL
& 100 mg/mL
0 50 mg/mL

Clorexidina

Densidade optica

S P value 0.55
+3,06% 3,14% 11,62% 3:43%

Figura 2 - Atividade antibiofiime do extrato de R. centifolia L. sobre P. intermedia apés tratamento de 5
min. Os gréaficos demonstram as densidades O6pticas obtidas em leitura de teste MTT com os
tratamentos com salina (controle negativo), extrato de rosas brancas nas concentrag6es de 200, 100 e
50 mg/mL e clorexidina 0,12% (controle positivo). As letras diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste
ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Quando os grupos experimentais foram comparados ao grupo controle na
analise do tempo de contato de 24 h sobre P. intermedia, também néo houve diferenca
estatistica significativa (P > 0,05). Apenas o grupo que foi tratado com clorexidina
0,12% sofreu um aumento da viabilidade celular significativo de 24,87% diferindo

estatisticamente em relacédo ao grupo controle (P < 0,05).
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Prevotella intermedia - 24h

1.54
EA Controle (-)

B 100 mg/mL
A A &= 50 mg/mL
D 25 mg/mL
Clorexidina

H >
_I

Densidade optica

.....-.-.....-...........

e

P value 0.0146

+15,81% +5,46% +4,81% +24,87%

Reducao da viabilidade celular

Figura 3 - Atividade antibiofilme do extrato de R. centifolia L. sobre P. intermedia apés tratamento de
24 h. Os graficos demonstram as densidades Opticas obtidas em leitura de teste MTT com os
tratamentos com salina/caldo Brucella (controle negativo), extrato de rosas brancas nas concentragoes
de 100, 50 e 25 mg/mL e clorexidina 0,12% (controle positivo). As letras diferentes demonstram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Dados com distribuicdo normal analisados pelo
teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.2 Parvimonas micra

Sobre biofilme de P. micra no tempo de contato de 5 min, houve um aumento
da viabilidade celular no grupo tratado com 200 mg/mL do extrato vegetal diferindo
estatisticamente do grupo controle negativo. Apenas o grupo tratado com clorexidina
0,12% houve uma reducéo da viabilidade de 24,03%, porém sem diferenca estatistica

significativa quando comparado ao controle (P > 0,05).

21



Parvimonas micra - 5 min

1.5
B &3 Controle (-)

—— EE8 200 mg/mL
1.0 = 100 mg.me

D 50 mg/mL
ABC AC Clorexidina

L A

, %_ P<0.0001

+148% +40,57% +15,93% 24,03%

Densidade éptica

Reducéo da viabilidade celular

Figura 4 - Atividade antibiofilme do extrato de R. centifolia L. sobre P. micra apos tratamento de 5 min.
Os graficos demonstram as densidades 6pticas obtidas em leitura de teste MTT com os tratamentos
com salina (controle negativo), extrato de rosas brancas nas concentra¢ées de 200, 100 e 50 mg/mL e
clorexidina 0,12% (controle positivo). As letras diferentes demonstram diferengca estatisticamente
significativa entre os grupos. Dados com distribuicAo normal analisados pelo teste ANOVA
suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Na analise do tempo de contato de 24 h, houve uma reducéo de 65,24% da
viabilidade celular do grupo tratado com 100 mg/mL do produto vegetal diferindo
estatisticamente do grupo controle negativo (P<0,05). O grupo tratado com clorexidina
sofreu uma reducédo de 87,30% quando comparado ao grupo controle o que também

promoveu uma diferenca estatistica significativa.
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Parvimonas micra - 24h

2.5+ A
_ E3 Controle (-)
E3 100 mg/mL
A B 50 mg/mL
T [ 25 mg/mL

Clorexidina

Densidade optica

B

P<0.0001

T L]
65,24% +6,74% +38,67% 87,30%

Reducao da viabilidade celular

Figura 5 — Atividade antibiofilme do extrato de R. centifolia L. sobre P. micra apés tratamento de 24 h.
Legenda: Os graficos demonstram as densidades Opticas obtidas em leitura de teste MTT com o0s
tratamentos com salina/caldo Brucella (controle negativo), extrato de rosas brancas nas concentragoes
de 100, 50 e 25 mg/mL e clorexidina 0,12% (controle positivo). As letras diferentes demonstram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Dados com distribuicdo normal analisados pelo
teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Andlise de citotoxicidade

Com 5 min de tratamento, o extrato de R. centifolia L. ndo demonstrou acéo
citotoxica em células da linhagem RAW 264.7 (Macrofagos) nas concentracées 3-25
mg/mL (figura 6A), considerando toxicidade celular abaixo de 75 % de viabilidade.
Apbs 24 h de exposicao ao extrato, foi observado que as concentracdes 0,3-12 mg/mL
ndo reduziram a porcentagem de células viaveis, portanto, ndo apresentaram acao

citotoxica (figura 6B).
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Figura 6 - Avaliacdo da viabilidade de macréfagos (RAW 264.7) pelo teste de MTT apds exposi¢éo ao
extrato R. centifolia L. em diferentes concentracdes. Avaliacdo da viabilidade apds exposicdo das
células ao extrato no periodo de 5 min e 24 h (figuras 6A e 6B, respectivamente). Dados com
distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Anélise da atividade anti-inflamatéria

Com relacdo a andlise da citocina pro-inflamatéria IL-13, ndo houve diferenca
estatistica quando comparado os grupos que receberam somente extrato de R.
centifolia L. (6,2 e 12 mg/mL) com o grupo que recebeu somente DMEM (controle
negativo). Dos grupos que receberam o extrato associado ao LPS houve uma
diferenca quando comparada a concentracédo de 6,2 mg/mL+LPS ao grupo controle
positivo (DMEM+LPS). O extrato de R. centifolia L. ndo promoveu a reducédo da
citocina TNF-a uma vez que 0s grupos que contaram somente com as concentracdes
de 6,2 e 12 mg/mL do extrato exibiram a producao de TNF-a semelhantes aos grupos
gue receberam as concentragbes do extrato associado ao LPS e por sua vez tais

grupos foram semelhantes ao controle positivo, conforme demostrado na figura 7B.
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Figura 7 - Quantificacéo das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e TNF-a ap6s contato com extrato vegetal
no periodo de 24 h (figuras 7A e 7B, respectivamente). Dados analisados pelo teste Kruskall Wallis
suplementado pelo teste de Dunn (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

4 DISCUSSAO

No presente estudo, o extrato analisado ndo apresentou reducéo significativa
sobre 0s microrganismos anaerdbios no tempo de contato de 5 min. Sobre P. micra
pode-se verificar resultados mais promissores quando os biofilmes foram tratados por
24 h, reduzindo a viabilidade em 65,24% do grupo tratado com 100 mg/mL do produto
vegetal, diferindo estatisticamente do grupo controle e atuando de forma semelhante
a clorexidina.

Com relagéo aos relatos da acdo antimicrobiana de Rosa centifolia L. na
literatura, estes sao escassos e por isso a importancia do presente estudo. Entretanto,
existem pesquisas sobre o género Rosa (rosacea), dentre eles da Rosa damascena
[27,30,31]. Nesse enfoque, Akram et al. [30] realizaram estudos a fim de obter
informacdes atualizadas e completas sobre os efeitos farmacoldgicos para o uso
medicinal da planta. Com isso, constataram que 0 extrato de Rosa damascena possui

um amplo espectro de atividade antimicrobiana contra inumeras espécies de bactérias
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gram-positivas e gram-negativas, enquanto que seu 0leo absoluto e essencial possui
atividade contra Erwinia carotovora, Staphylococcus aureus, cepas de
Chromobacterium violaceum, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli.

Outros estudos realizados sobre novas estratégias para o tratamento da
infeccdo pelo HIV também levaram em conta a atuacdo antimicrobiana da Rosa
damascena. Os extratos dessa planta inibiram cepas de HIV-1 adaptadas em
laboratorio, além de demonstrar ser atdxico para células epiteliais HEC-1A [31]. Além
disso, uma solucdo preparada a partir das flores de Rosa damascena foi avaliada
guanto a atividade antimicrobiana sobre Candida albicans e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e quanto a capacidade modulatéria sobre neutrdfilos.
A substancia foi capaz de reduzir a patogenicidade dos microrganismos através da
inibicdo do crescimento com a concentracdo inibitéria minima de 50%, além de
atenuar a estimulacdo de neutrofilos [27]. Com isso, pode-se observar que o0s
resultados do presente estudo vao de encontro com o0s estudos supracitados
relacionando a Rosa damascena com relacao aos efeitos antimicrobianos. Nao foram
encontrados estudos na literatura consultada em relacéo ao extrato de Rosa centifolia
L. tornando-se cada vez mais essencial as pesquisas nesse enfoque.

Em algumas concentracdes do extrato vegetal houve um aumento da
viabilidade celular. N&do foram encontrados estudos na literatura que pudessem
esclarecer tais achados. O extrato utilizado no presente estudo foi glicélico e tal
veiculo possui uma consisténcia viscosa o que pode ter auxiliado na aderéncia dos
microrganismos no fundo da placa de acrilico. Tal hipétese poderia explicar esse
aumento da viabilidade celular, uma vez que o mecanismo de aderéncia foi
potencializado, os procedimentos de lavagem que antecedem a leitura da densidade
Optica ndo seriam suficientes para desprender o biofilme formado.

No presente estudo, 0 extrato analisado ndo apresentou citotoxicidade em
células de macréfagos da linhagem RAW 264.7 nas concentragbes 3-25 mg/mL,
considerando toxicidade celular abaixo de 75 % de viabilidade. Apos 24 h de
exposicdo ao extrato, foi observado que as concentragbes 0,3-12 mg/mL n&o
reduziram a porcentagem de células viaveis, portanto, ndo apresentaram acgao
citotoxica. Esses achados mostraram que a citotoxicidade esta relacionada ao

aumento da concentracdo do extrato, ou seja, € dose-dependente. Sukumaran et al.
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[36] avaliou o efeito citotoxico da clorexidina (0,1%), e observou uma viabilidade média
de 40% com 4 min de exposicao aos fibroblastos. Em nosso estudo, o percentual de
viabilidade celular dos macréfagos foi de 13% e 9% apds 5 min e 24h de contato,
demonstrando a acgao citotoxica da clorexidina. N&o foram encontrados estudos na
literatura que avaliassem o extrato de Rosa centifolia L. em macrofagos (RAW 264.7),
contudo, outros modelos animais foram utilizados para avaliar a toxicidade do extrato
vegetal de Rosa damascena, que confirmam a mesma hipétese. Dentre esses
estudos, foram realizados testes de toxicidade de doses de extratos vegetais contendo
Rosa damascena em camundongos albinos. Nenhum sinal e sintoma de toxicidade,
dentre eles hiperatividade, sedacdo ou mortalidade, puderam ser observados nos
grupos de tratamento [32].

Com relacd@o a acado anti-inflamatoria, verificou-se que as concentracées do
extrato vegetal ndo apresentaram reducéo das citocinas pré-inflamatérias analisadas.
Contudo, também néo houve diferenca estatistica quando comparado todos 0s grupos
experimentais ao grupo controle negativo (DMEM). A avaliacdo da acao anti-
inflamatoéria de Rosa centifolia L. € bem descrita na literatura. Estudos importantes
avaliaram a atividade anti-inflamatéria dessa planta em modelo de edema de pata
induzido por carragenina em ratos através da preparacao de bochechos e gel a partir
do 6leo da Rosa. Verificou-se que a expressao dos mediadores pré-inflamatérios TNF-
a, IL-6 e IL-1B foi menor no grupo tratado com Rosa centifolia do que nos de controles,
sugerindo assim um grande potencial anti-inflamatério do extrato [23,33].

Ainda sobre o efeito anti-inflamatoério, se tratando, porém, da Rosa
damascena, 6leos essenciais foram considerados por meio da avaliacdo de
parametros antioxidantes de estresse oxidativo e da expressao do gene inflamatério
da ciclooxigenase-2 no dano hepéatico causado pela sepse de ratos. Demonstrou-se
gue o tratamento com 6leo essencial de Rosa damascena foi eficaz devido a efeitos
antioxidantes, incluindo parametros inflamatérios, Gteis para prevenir essas lesdes
[34]. Aléem disso, informacdes sobre efeitos farmacologicos de Rosa damascena foram
coletados de bancos de dados e verificou-se um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas, dentre elas a acdo anti-inflamatoéria, tendo um lugar importante no
sistema de medicina [30].

Foi comprovado no estudo uma reducéo do biofilme de bactérias anaerébias
presentes em infeccbes bucais com a utilizagdo do extrato de R. centifolia L. e
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principalmente sua seguranca de uso por meio da analise de citotoxicidade, embora
nao tenha existido sucesso na reducdo das citocinas pro-inflamatérias analisadas.
Esta planta medicinal tem grande probabilidade de ser um agente terapéutico

promissor para utilizar-se nas mais variadas formulacdes com diversos fins.

5 CONCLUSAO

O extrato glicélico de R. centifolia L. ndo apresentou acéo bactericida para P.
intermedia e P. micra. A acéo antibiofilme foi demonstrada apenas para P. micra, com
tempo de contato de 24h, reduzindo a viabilidade em 65,24% na concentracao de 100
mg/mL. O efeito citotoxico do extrato em macrofagos foi dose-dependente. Com
relagdo a acdo anti-inflamatdria, ndo houve reducgéo das citocinas pro-inflamatorias

avaliadas.
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ANEXO A - Informativo técnico do extrato de Rosa centifolia L.
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EXTRATO GLICOLICO DE ROSA BRANCA HG

Nome Clentiflco: Rosa cenrifolia L [ Rosaceae
INCI: Rosa Centifolia Flower Extract

N CAS: 84604-12-6

Parte Utllizada: Flores

Firmula Molecular: N.A

Peso Muolecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS
A Rosa € rica em éleo essencial, dleo fixo, aminodcidos, flavondides, dcidos orginicos (malico,
tartirico), taninos, glicidios, pro-vitamina A, vitamina C, sais minerais.

PROPRIEDADES E INDICA COES

Adstringente, cicatrizante, antiinflamatorio, anti-séptico, calmante, refrescante (dleo essencial, taninos).
Emoliente, hidratante, amaciante, restaurador (aminoacidos, oleo fixo, sais minerais), anti-radicais
livres (vitaminas, flavondides). Indicado para peles secas, sensiveis e acnéicas. Recomendado em
logoes tonicas, em formulagBes para massagem do corpo, € higiene pessoal.

Em cremes, géis e logbes para o corpo - 3,0 a 8,0%. Em shampoos, condicionadores, sabonetes e
tonicos - 1,0 a 5.0%. Em sabonetes em barra - 0,5 a 3,0%

Atencio: O Extrato Glicolico de Rosa Branca deve ser adicionado no final da preparacio cosmética,
com o produto em temperatura abaixo de 457 C. Uso externo.

ESTOCAGEM
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacao.
Obs.:
® Poderd ocorrer formacfo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
* Alteractes da cor séo esperadas por modificacdes dos compostos coloridos das plantas.
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