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ANVISA
ATCC
BHI
BSA
Ca
CBM
CFM
CIM
CMM
CMMsg
CO;
Cu
DMEM
DMSO
DO
EDTA
ELISA
Fe
ICs0
IL-12
IL-18
IL-6
IL-8

LPS
Mg

mg

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

= Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
= American Type Culture Collection

= Brain Heart Infusion (Infusdo Cérebro Coracgéo)
= Soro Albumina Bovino

= Célcio

= Concentracao Bactericida Minima

= Concentracdo Fungicida Minima

= Concentracao Inibitéria Minima

= Concentracao Microbicida Minima

= Concentracao Microbicida Minima para 50%
= Dioxido de carbono

= Cobre

= Meio Eagle Modificado por Dulbecco

= Dimetil sulféxido

= Densidade Optica

= Acido etilenodiamino tetra-acético

= Ensaio Imunossorvente Ligado a Enzima
= Ferro

= Capacidade Inibitoria para 50%

= Interleucina-12

= Interleucina 1-beta

= Interleucina-6

= Interleucina-8

= Potassio

= Lipopolissacarideo

= Magnésio

= Miligrama



mg/mL = Miligrama por mililitro

mL = Mililitro

MMP = Metaloproteinases da matriz

Mn = Manganés

MOPS = Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

MRSA = Staphylococcus aureus meticilina resistente

MTT = Brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazélio

Na = Sadio

NaCl = Cloreto de sédio

NCCLS = National Committee for Clinical Laboratory Standards

nm = Nandmetro

NO = Oxido Nitrico

OMS = Organizacdo Mundial da Saude

P = Fésforo

PBS = Solucao fisiolégica tampao fosfato

pg/mL = picograma por mililitro

pH = potencial hidrogeniénico

PHA = Fitohemaglutinina

rpm = Rotac¢des por minuto

RPMI = Meio desenvolvido por Moore et al. em Roswell Park
Memorial Institute

SFB = Soro Fetal Bovino

Si = Silicio

Sr = Estréncio

Ti = Titanio

TNF-a = Fator de Necrose Tumoral alfa

TSB = Caldo Soja Tripticase

Zn = Zinco

°C = Graus Celsius

pg/mL = Microgramas por mililitro

ML = Microlitro



Oliveira JR. Ensaio de citotoxicidade de extratos naturais apdés
determinacdo da concentracdo microbicida minima para Staphylococcus
spp., Streptococcus mutans e Candida spp. [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP -
Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e
citotoxicidade dos extratos vegetais de Equisetum arvense L. (cavalinha),
Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz), Punica granatum L. (romd) e
Stryphnodendron  barbatimam  Mart. (barbatimdo). A  atividade
antimicrobiana dos extratos vegetais foi analisada em cepas de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
mutans, Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis, sendo
uma ATCC e nove clinicas, através do teste de microdiluicdo em caldo,
contudo para se determinar a Concentragdo Microbicida Minima (CMM)
dos extratos foram feitas semeaduras do conteudo dos pocos das placas
de microdiluicdo. A citotoxicidade das CMM dos extratos naturais foi
verificada pelo método colorimétrico MTT e pela quantificacdo da
producao de citocinas IL-13 e TNF-a pelo teste ELISA, para tanto, foram
utilizadas culturas celulares de macréfagos de camundongos (RAW
264.7). Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste
ANOVA complementado por Tukey, com significancia de 5%. Para o
extrato de cavalinha, rom& e barbatiméo foi determinada como CMM
efetiva para todas as cepas a concentracdo de 50 mg/mL e para o extrato
de alcacuz 100 mg/mL. Quanto a citotoxicidade destas concentracdes,
pelo método MTT, foi observada reducado significativa da viabilidade
celular (p<0,05), em relagdo ao grupo controle, para 48% no grupo tratado
com cavalinha, 79% para alcaguz, 76% para romad e 86% para
barbatimdo. Em relacdo a quantificacao de IL-1[3, os grupos tratados com
extratos de alcaguz e cavalinha exibiram semelhangas ao grupo controle
(p=0,05) com producéo de 1,99 e 1,32 pg/mL respectivamente, contudo o
grupo tratado com extrato de barbatimao produziu 3,98 pg/mL (p<0,05) e
0 grupo que recebeu tratamento com extrato de roma a producéo foi de
7,72 pg/mL (p<0,01), diferindo significativamente do grupo controle (2,20
pg/mL). Quanto a producédo de TNF-a, o nivel basal foi de 41,96 pg/mL,
entretanto, nos grupos tratados com os extratos foi observada reducéo
significativa (p<0,01) e semelhanca estatistica entre eles (p>0,05), sendo
4,92 pg/mL para o grupo tratado com alcacuz, 0,85 pg/mL para
barbatimdo e 0,83 pg/mL para cavalinha, contudo, o grupo que recebeu



tratamento com roma néo foi constatada produgcdo de TNF-a. De acordo
com os resultados obtidos, concluiu-se que todos os extratos testados
apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as cepas avaliadas e
de acordo com os parametros de citotoxicidade utilizados o extrato de
alcacguz foi 0 menos citotoxico.

Palavras-chave: Equisetum arvense. Glycyrrhiza. Granatum.
Stryphnodendron barbatimam. Produtos com acdo antimicrobiana.
Citotoxicidade. Citocinas.



Oliveira JR. Cytotoxicity of natural extracts after determination of Minimum
Microbicide Concentration for Staphylococcus spp., Streptococcus mutans
and Candida spp. [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of
Dentistry of S8o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista;
2011.

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the antimicrobial activity and
cytotoxicity of Equisetum arvense L. (horsetail), Glycyrrhiza glabra L.
(licorice), Punica granatum L. (pomegranate) and Stryphnodendron
barbatimam Mart. (barbatimam) glycolic extracts. The antimicrobial activity
of the extracts was analyzed in Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans, Candida glabrata
and Candida tropicalis strains, being one ATCC and nine clinics through
the method of microdilution in broth according to NCCLS. It was realized
sowing of the contents from the well of microdilution plate, after incubation,
for determination of MMC of the natural extracts. The cytotoxicity of the
extracts was evaluated for MTT assay, having as an experimental model
cultivation of mice macrophages (RAW 264.7), and through the ELISA
test, for cytokyne quantification IL-18 and TNF-a produced by the
cellular cultivation after a period of 24 hours exposed to the extracts MMC.
The results were subordinated to statistical analisys (ANOVA and Turkey
test), with p<0,05. Related to the antimicrobial activity, the natural extracts
of horsetail, pomegranate and barbatimam eliminated all the strains to the
concentration of 50 mg/mL and the natural extract of licorice promoted the
eliimination of 100 mg/mL. Regarding to the cellular viability of the active
MMC for the 100% of strains, it was observed meaningful reduction
(p<0,01) in all the natural extracts compared to the control group, and, as
a result, horsetail exhibited an average of 48%; licorice, 79%;
pomegranate, 76%; e barbatimam, 86%. As the production of cytokyne the
pomegranate extract presented production of IL-18 (7,72 pg/mL)
significantly superior to the other groups, including the control (p<0,05).
The barbatimam extract exhibited an intermediate average value of IL-1f3
(3,98 pg/mL), being statistically different of the other groups (p<0,01). The
extracts of licorice and horsetail, presented values of IL-18 similar to the
control (p>0,05). In relation to the production of TNF-a, all the extracts
showed a significantly less production than the control (41,96 pg/mL)
(p<0,05), being similar among themselves (p>0,05). The pomegranate
extract presented total inhibition of the TNF-a production, followed by the



horsetail extract (0,83 pg/mL), barbatimam (0,85 pg/mL) and the licorice
(4,92 pg/mL). In conclusion, all the extracts showed antimicrobial activity
for the evaluated microorganisms. Even though, according to the analysed
cytotoxicity parameters, the extract of licorice was less cytotoxical.

Keywords: Equisetum arvense. Glycyrrhiza. Granatum. Stryphnodendron
barbatimam. Products with Antimicrobial Action. Cytotoxicity. Cytokines
Citokyne.



1 INTRODUCAO

Produtos naturais sdo estudados e utilizados ha anos pela
humanidade como forma alternativa de tratamento de enfermidades,
datando de milénios de anos, quando, por muito tempo, era apenas esta
pratica que 0s povos antigos utilizavam para curar seus doentes. Tal
costume veio através dos tempos, passando de geracdo em geragao, aos
dias atuais (Calixto, 2000; Calixto, 2005).

Sabia-se que as plantas curavam, mas nao se conhecia
como ou 0 que era capaz de trazer de volta a saude do paciente. No
século XVI, o médico suico Philippus von Hohenheim (1493 - 1541)
lancou uma teoria dizendo que as caracteristicas de uma planta como
forma, cor, sabor e odor, relacionavam-se com suas propriedades
terapéuticas, o que permitiria seu uso clinico. Esta teoria ficou conhecida
como a teoria “semelhante cura semelhante” e apenas no século XIX
iniciou-se a descoberta destes compostos terapéuticos. Neste mesmo
século também ocorreu o desenvolvimento da Quimica Orgéanica e 0 uso
de substancias quimicamente sintetizadas. Posteriormente, no século XX,
0S avancos tecnoldgicos permitiram que pesquisadores isolassem o0s
principios ativos das plantas e a partir deste ponto desenvolvessem novos
farmacos (Turolla, 2004).

Os fitoterapicos sdo medicamentos produzidos a partir de
plantas medicinais, sendo utilizados por uma populacdo, de uma
determinada localidade com finalidade na cura de doencas. Entretanto,
pesquisas com plantas medicinais devem ser realizadas, no propésito da
verificacdo de sua efetividade, bem como auséncia de toxicidade
(ANVISA, 2004).
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Tanto extratos como Oleos essenciais apresentam
comprovados resultados de acdo contra diversas enfermidades. Estudos
in vitro e in vivo tem demonstrado que 0os componentes quimicos de
plantas medicinais apresentam muitas atividades, dentre as quais se
destacam: atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, antifungica, antiviral, contra protozoarios e helmintos,
anti-inflamatoéria, antisséptica, antitumoral, antioxidativa, antialérgica,
antipirética, anticonvulsiva, antidepressiva, anticonceptiva, analgésica e
diurética (Navarro et al., 1996; Maza et al., 2003; Holetz et al., 2005;
Meléndez, Capriles, 2006; Haidari et al., 2009). Alguns compostos podem
servir para o tratamento de diabetes, doencas do sistema nervoso, como
o mal de Alzheimer, doencas odontoldgicas, infertilidade masculina e
disfuncao erétil, dentre inimeras outras capacidades de terapia que 0s
componentes das plantas podem apresentar (Jurenka, 2008).

Estudos realizados com Equisetum arvence L., conhecida
popularmente no Brasil como cavalinha, tem demonstrado forte acao
antimicrobiana contra uma série de microrganismos, incluindo bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos
(Radulovic et al., 2006). Segundo Joksic (2003), a cavalinha também
pode ser utilizada em infeccbes do trato urinario. No entanto, ndo sao
observados estudos que avaliem sua citotoxicidade.

A atividade antimicrobiana de Glycyrrhiza glabra L.
(alcaguz) tem sido demonstrada na literatura, como no estudo de
Wittschier et al. (2009), que constataram atividade antibacteriana contra
Helicobacter pylori e Porphyromonas gingivalis. Pellati et al. (2009)
observaram efetividade de um composto extraido deste vegetal, o acido
glicirretinico, contra Candida albicans, sendo importante ampliar os
estudos nesta area.

Substancias antimicrobianas de Punica granatum (roma)
tem sido estudadas com intensidade, atualmente se sabe que sdo os

taninos que apresentam maior capacidade de acdo contra
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microrganismos (Haslam, 1996; Vasconcelos et al., 2006). Além dos
taninos, polifendis também apresentam acdo antimicrobiana, de modo
gque este extrato pode ser promissor para utilizacdo contra
microrganismos em diferentes areas da saude, incluindo a odontoldgica.
Assim, torna-se também relevante analisar seu potencial citotdxico.

Extrato de  Stryphnodendron  barbatiman Mart.
(barbatimdo) tem efeito antibacteriano, antifUngico, além de ter
demonstrado acao antiviral, como constatado por Felipe et al. (2006),
qguando verificaram inibicdo de duas linhagens de herpesvirus bovinos
pelo extrato de barbatim&o. Souza et al. (2007), constataram o potencial
bactericida do barbatimdo em cepas de S. aureus e S. epidermidis.
Ishida et al. (2006), observaram a efetividade deste extrato em
C. albicans.

Apesar da ampla atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, o fator toxicidade também deve ser levado em consideracao.
Estudos atuais demonstram que pode ocorrer baixa citotoxicidade de um
fitoterapico, como também elevada citotoxicidade com eliminacgéo total ou
parcial de células cultivadas (acima de 50%). Entretanto, se a
citotoxicidade for seletiva em células tumorais, por exemplo, tem-se nas
maos a oportunidade da utilizacdo da fitoterapia para tratamento de
neoplasias (Yan et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Guerrero et al, 2011).

Sabendo-se da importancia da utilizacdo de extratos
naturais na area médica, no tratamento de diversas enfermidades,
torna-se importante verificar a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas medicinais utilizadas popular e tradicionalmente no Brasil sobre
diferentes microrganismos. Torna-se também interessante avaliar seus
efeitos citotoxicos, a fim de selecionar fitoterapicos que apresentem maior
espectro de ag&o antimicrobiana e menor citotoxicidade, para que possam
ter aplicacdes clinicas, especialmente na area odontoldégica, como por

exemplo, em enxaguatorios bucais e irrigantes de canais radiculares.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Grupos de microrganismos alvos da pesquisa

2.1.1 Staphylococcus aureus

Trata-se de cocos Gram-positivos, rearranjados sob a
forma de cachos irregulares ou em células isoladas aos pares, sendo
anaerobios facultativos. As colonias de S. aureus apresentam
pigmentacdo amarelada, devido a presenca de grande quantidade de
carotenoides na membrana celular do microrganismo, por isso receberam
tal denominacdo, uma vez que, aureus significa dourado em latim
(Tortora et al., 2005; Jorge, 2006).

Esta bactéria faz parte da microbiota normal do corpo
humano, tendo por nicho ecolégico a mucosa nasal, contudo € uma das
bactérias patogénicas mais importantes por produzir infec¢des que variam
de localizadas a sistémicas, sendo classificadas como superficiais ou
mistas (Tenover, Gorwitz, 2006; Trabulsi, Alterthum, 2008)

S. aureus produzem diversos fatores de viruléncia. No
Quadro 01, podem ser observados os principais destes fatores, bem como
estruturas e substancias bacterianas envolvidas, além da maneira como
afetam o hospedeiro (Trabulsi, Alterthum, 2008). A capacidade de
aderéncia em superficies de biomateriais e formagdo de camadas
bacterianas (biofilme) também é um fator importante apresentado por esta
espécie (Novick, 2003).
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Quadro 01 - Principais fatores de viruléncia de S. aureus*

Fator de
viruléncia

Estrutura e Substancia

Finalidade

Componentes da
superficie celular

a) C4psula polissacaridica

- Proteger a bactéria da
fagocitose.

b) Peptideoglicano e acidos
teicoicos

- Estimular a producéo
de citocinas.

c) Proteina A

- Bloquear a agéo de
anticorpos (evaséo da
fagocitose).

- Funcionar como
adesina em infeccdes
intravasculares.

d) Proteinas ligadoras a
fibronectina, ao colageno e ao
fibrinogénio

- Promover a adeséo e
colonizacao do
microrganismo nos
tecidos.

a) a-toxina

- Capacidade de formar
poros na membrana
celular de leucécitos
(evaséo da fagocitose).
- Acarretar choque
séptico, pela liberagcéo
de citocinas apos a
lesdo na membrana
celular.

e) Lipase
f) Protease
g) Estafiloquinase

Toxinas
b) Leucocidina - Capacidade de
destruir leucocitos.
¢) Superantigeno - Produzir Sindrome do
P 9 Choque Toéxico (TSST).
: S, - Causar intoxicacao
d) Enterotoxina estafilococica alimentar estafilococica.
- Degradar moléculas
e) Esfoliativa de adeséo do epitélio
cutaneo.
a) Coagulase
b) Catalase A
c) Desoxirribonuclease i} ;ngriﬁgirustﬁgsgr?ggaes
Enzimas d) Hialuronidase P

de disseminacao pelos
tecidos.

*(Trabulsi, Alterthum, 2008)
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As infeccbes por S. aureus podem acometer a pele e
tecidos moles, causando nestes, impetigo bolhoso, abscessos,
furunculoses e sindrome da pele escaldada, podendo ainda ter
acometimento sistémico, acarretando em infeccdo da circulacédo
sanguinea, endocardite e pneumonia, além de sintomas relacionados com
toxinas, como sindrome do choque toxico e intoxicacdo alimentar
(Tenover, Gorwitz, 2006; Durupt et al., 2007).

Segundo Smith et al. (2001), S. aureus podem produzir
infec¢cdes bucais, dentre as quais, destacam-se infec¢goes endododnticas,
infeccbes da glandula parétida, osteomietlite mandibular e mucosite.
Dentre as espécies de estafilococos presentes na cavidade bucal de 24 a
36% sao S. aureus pertencentes a microbiota transitéria.

O surgimento de cepas de S. aureus resistentes a
antimicrobianos € consequéncia do uso inapropriado de antibioticos
(Jorge, 2006), fator que contribui para dificuldade no tratamento de
infec¢des estafilococicas (Smith, Jarvis, 1999). A resisténcia demonstrada
por tais cepas esta relacionada com a presenca de plasmideos que
transferem estas informacgdes genéticas aos clones bacterianos (Smith,
Jarvis, 1999).

Diversas classes de S. aureus resistentes a
antimicrobianos tem surgido com o passar dos tempos, como 0S
resistentes a penicilina G, por volta de 1940, os multirresistentes, a
penicilina G, ao cloranfenicol, a tetraciclina e a eritromicina, na década de
1950, e os Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), nos anos
60, sendo este dUltimo considerado a maior causa de infeccOes
hospitalares (Vandenesch et al., 2003; Zetola et al., 2005; Deurenberg,
2008).

Segundo Yamamoto et al. (2009), MRSA tem a
capacidade de persistirem em hospitais e na populacdo em geral,
podendo estas cepas serem adquiridas nestes dois sitios. Os autores

destacaram ainda que, atualmente diversos clones desta bactéria tem
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sido identificados e suas caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
genéticas descritas. Afirmaram, ainda, que a sobrevivéncia de cepas
adquiridas na comunidade estdo ligadas a capacidade genética, de
colonizacéao e infeccdo, de producdo de toxinas e resisténcia a farmacos
adquiridas do microrganismo progenitor. Estes autores relataram também
gue h& ocorréncia de infecgdes por MRSA, adquiridos fora dos hospitais,
em criancas e jovens saudaveis, portadores de diabetes e pacientes

idosos.

2.1.2 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis sdo bactérias Gram-positivas, com maior
predominancia na pele e nas mucosas de individuos saudaveis, sendo
este predominio relacionado com a capacidade de produzirem
bacteriocinas ativas contra outras bactérias Gram-positivas. Sao
considerados importantes agentes de infeccdo hospitalar, uma vez que,
tem a facilidade de formacdo de biofilmes em superficies de polimeros,
como cateteres e sondas, sendo que nestes biofilmes encontra-se apenas
a espécie em questao, por conta da producao de bacteriocinas (Trabulsi,
Alterthum, 2008).

Segundo Vuong (2002), infeccdes por S. epidermidis
estdo associadas a implantacdo de proteses cardiacas, articulares e
vasculares e cateteres intravenosos e peritoniais. Trabulsi e Alterthum
(2008) afirmaram que o0 sucesso deste patégeno esta condicionado a
capacidade de aderéncia nas superficies de polimeros, formando
biofilmes.

Em comparacdo com S. aureus, S. epidermidis
apresentam menos fatores de viruléncia, como podem ser observados no
Quadro 02.
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Quadro 02 - Principais fatores de viruléncia de S. epidermidis*

Fator de Viruléncia

Finalidade

a) Hemolisina (&-toxina)

- Formar poros na membrana de eritrocitos e
outras células do hospedeiro.
- Participar na formacéo de biofilme.

b) Enzimas extracelulares

- Lisar proteinas e componentes do sistema
imune do hospedeiro.

- Inativar a dermacidina, um peptideo
antimicrobiano presente na pele.

- Lisar lipideos.

- Esterificar &cidos graxos a colesterol para
inibicdo da atividade antimicrobiana desta
substéancia.

c) Biofilme

- Dificultar a penetracéo e difusédo de
antimicrobianos e componentes de defesa do
sistema imune.

*(Trabulsi, Alterthum, 2008)

Segundo Stewart e Costerton (2001) a formacédo de

biofilme, além de oferecer a estes microrganismos protecdo contra 0s

agentes antimicrobianos, contribui para a alteracdo de seu metabolismo,

garantindo-lhes sobrevivéncia em ambientes hostis.

Os microrganismos organizados em biofilme apresentam

maior resisténcia tanto a agentes antimicrobianos como a componentes

da imunidade do hospedeiro de dez a mil vezes mais, se comparados

com células de culturas planctdnicas (Davey, O’Toole, 2000; Zanin et al.,

2006).
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2.1.3 Streptococcus mutans

S. mutans séo cocos Gram-positivos dispostos em cadeia
Oou aos pares, sao anaerdbios facultativos ou estritos, tendo crescimento
estimulado pela presenca de CO, (Jorge, 2006).

Sdo considerados como a mais importante bactéria
responsavel pela formacao de carie. Minutos apds a escovacao forma-se
uma pelicula de proteinas salivares na superficie dentéria. Nesta pelicula,
horas depois, bactérias cariogénicas se estabelecerdo produzindo um
polissacarideo, denominado dextrana, e o acumulo de bactérias e
dextrana nos dentes forma o biofilme dentario. Como o biofilme € pouco
permeavel a saliva, ndo ocorre diluicdo ou neutralizacdo do acido lactico
produzido pelas bactérias neste biofilme, resultando em desmineralizacdo
do esmalte dos dentes e aderéncia destes microrganismos nestes sitios
recém expostos, promovendo a progressao da lesdo cariosa em direcao a
polpa (Tortora et al., 2005).

A presenca de S. mutans na cavidade bucal pode variar,
uma vez que, fatores como, fluxo salivar, capacidade tampéo da saliva e
presenca de imunoglobulinas salivares, interferem na colonizacdo destes
microrganismos (Barbieri et al., 2007).

S. mutans utilizam-se de enzimas secretadas por eles
mesmos, como as glicosiltransferases atuantes na formagédo de
polissacarideos extracelulares da sacarose, para aderirem-se a superficie

dos dentes no biofilme (Ooshima et al., 2000).
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2.1.4 Leveduras do género Candida

Este género apresenta mais de duzentas espécies, sendo
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata as de maior relevancia médica, por
serem isoladas em mais de 80% em candidoses (Jorge, 2006).

C. albicans é aerodbia facultativa, podendo crescer sob
condicdes de anaerobiose. S&o microrganismos dimorficos, podendo
apresentarem-se na forma de leveduras e de pseudo-hifas. Estas
leveduras fazem parte da microbiota natural do corpo humano, estéo
presentes na pele, na mucosa oral e no trato geniturinario, vivendo
comensalmente. Sao isoladas com maior freqiéncia de amostras clinicas
humanas, sendo consideradas como a mais patogénica para 0s seres
humanos, podendo colonizar mucosa oral, superficie da lingua e palato.
Em pacientes imunodeprimidos, estas leveduras podem gerar infeccoes
oportunistas, como candidoses vaginais, bucais ou sistémicas e até fatais
(Arendorf, Walker, 1980; Chandra et al., 2001; Burton, Engelkirk, 2004)

C. glabrata é a segunda espécie mais isolada da cavidade
bucal, principalmente por portadores de prétese total. Ja foram descritos
casos de endocardite e fungemia pela espécie. C. tropicalis pode
apresentar quadros de candidose invasiva e hospitalar, sendo bem
semelhantes as causadas por C. albicans. Esta espécie de levedura pode
demonstrar uma variabilidade fenotipica acentuada. Sdo comumente
isoladas da cavidade nasal, garganta, pele, vagina e trato gastrintestinal
de individuos saudaveis (Jorge, 2006).

Discute-se na comunidade cientifica os fatores que
permitem Candida spp. a serem patogénicas, dentre estas capacidades,
destacam-se: a) aderéncia na mucosa; b) formagédo de pseudo-hifas, na
proposicdo de oferecer maior resisténcia a fagocitose; c) secrecédo de

toxinas; d) liberacédo de enzimas histoliticas, para penetracdo no tecido do
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hospedeiro; e) neutralizagcdo de componentes do sistema imune (Jorge,
2006).

Dignani et al. (2003) afirmaram que estes microrganismos
passam de comensais a patogénicos, quando ocorrem alteracdes nos
mecanismos imunoldgicos do hospedeiros e perda de barreiras
anatdbmicas provenientes de queimaduras ou procedimentos médicos
trauméticos. As infecgbes por Candida spp. podem variar de doencas
superficiais a invasivas, acometendo pele e mucosas, inclusive de
pessoas saudaveis, com pequenas alteracbes locais devido a resposta
imune do hospedeiro, no entanto, infec¢cées sistémicas pela levedura
podem afetar Orgdos vitais, disseminadas por via hematogénica
(candidemia). Complicacdes geradas pela infeccdo fungica, geralmente,
estdo presentes em pacientes portadores de doencas degenerativas e

neoplasicas.

2.2 Fitoterapicos

Fitoterapicos sado medicamentos de origem vegetal,
podendo ser da planta fresca, composto quimico vegetal ou seus
derivados, tais como, extrato, tintura, 6leo, entre outros, como suco e
cera, sendo obtidos através de técnicas adequadas. Séo utilizados para
fins profilaticos, curativos, paliativos ou de diagnéstico. Estes
medicamentos sdo caracterizados pelo conhecimento de sua eficacia e
riscos quanto ao seu uso, bem como sua reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade (ANVISA, 2004).

Os fitoterapicos tradicionais sdo o0s medicamentos
sintetizados a partir de plantas medicinais utilizadas tradicionalmente por
uma populacdo, com auséncia de riscos a saude, comprovada por

estudos toxicolégicos, e demonstracdo de eficacia por meio de



32

levantamentos etnofarmacolégicos ou com dados obtidos junto a
documentacbes tecnocientificas e publicacdes indexadas (ANVISA,
20004).

Segundo a ANVISA (2004), os medicamentos
fitoterapicos novos devem ter a comprovacdo cientifica de sua eficacia
terapéutica, seguranca e qualidade. O relatorio cientifico para o registro

de novos fitoterapicos compreende diversas etapas, destacando-se:

a) Relatério de Producdo: descricdo da formula
farmacéutica completa; nomenclatura botanica
oficial completa; quantidade de substancias;
descricdo das etapas de producdo; tamanho
minimo e maximo dos lotes; metodologia de
controle; descricdo dos critérios de identificagéo
do lote industrial;

b) Relatorio de Qualidade: sobre droga vegetal
devem-se constar os métodos de secagem;
estabilizacdo; conservacodes utilizadas; laudo de
identificagc&o por profissional habilitado; descrigéo
detalhada da metodologia utilizada no controle de
qualidade, quando esta ndo estiver inserida na
Farmacopéia reconhecida pela ANVISA. Sobre
derivados de droga vegetal, deve-se informar
nomenclatura botanica oficial, nomenclatura
farmacopeica e/ou tradicional, parte da planta
utilizada; substancias utilizadas na extracdo do
derivado; testes de autenticidade; testes de
pureza e integridade; andlise qualitativa e
quantitativa dos  principios  ativos  e/ou

marcadores.
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O principio ativo dos fitoterapicos sao substancias
qguimicamente identificadas, conhecidas como flavonoéides, acidos graxos,
alcal6ides, entre outros, que apresentam acdo farmacolbgica
demonstrada pelos efeitos terapéuticos destes medicamentos (ANVISA,
2004).

Miguel (2007) afirmou que os medicamentos fitoterapicos
geralmente séo utilizados de forma profilatica ou entdo complementando
outras terapias, contudo, a acao terapéutica destes medicamentos pode
ndo ser imediata. O uso destes medicamentos é reconhecido pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), porém recomenda que sejam

realizados estudos cientificos que comprovem sua eficacia.

2.3 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo aquelas que em sua composi¢cao
estdo presentes principios ativos capazes de oferecer suporte terapéutico
e servem de base para medicamentos fitoterapicos (Miguel, 2007).

Desde tempos remotos os vegetais tem sido utilizados
para tratamento de enfermidades (Calixto, 2000; Calixto, 2005; Harvey,
2000; Rousseaux, Schachter, 2003) e segundo Ko (1999) e Tyler (1996)
esta prética pode ter sido utilizada ativamente no periodo de 3000 a.C. H&
cerca de 5.000 anos ja era feita a prescricdo de produtos naturais para
fins de tratamento (Turolla, 2004). Em 78 d.C., o botanico grego Pedanios
Dioscorides apresentou em sua obra “De Materia Medica”, 600 espécies
de plantas medicinais, que foi referéncia na area farmacoldgica por mais
de catorze séculos (Robbers et al, 1996; Tyler, 1996).
Hostettmann et al. (2003) afirmaram que as plantas medicinais foram por
muitos anos a Unica forma de cura para as doencas que acometiam 0s

seres humanos.
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Somente a partir de meados do século XIX, com o
advento da quimica organica e surgimento de técnicas de isolamento de
substancias ativas presentes nos vegetais, deu-se inicio a sintese
industrial de farmacos, que acarretou na substituicdo de medicamentos
naturais pelo uso de sintéticos. Mesmo assim, as plantas medicinais
continuaram sendo uma forma alternativa de tratamento em todo o
planeta, pois pesquisas eram realizadas para se constatar a eficacia de
tais substancias, bem como, possiveis riscos a saude, pelo fato de
algumas plantas apresentarem componentes desencadeadores de
reacfes adversas, seja pela sua prépria composicdo quimica ou por
aquisicao externa nos processos de elaboracdo, que passa pelo cultivo,
coleta da planta, extracdo das substancias ativas e a sintese final do
fitoterapico (Turolla, 2004).

Rates (2001) alegou que a producédo de farmacos atraves
de sintese quimica cresceu pela propria elevacdo da economia que
envolvia a industria farmacéutica naquela época, mas, por outro lado,
havia falta de comprovacfes cientificas da eficacia das substancias
oriundas das plantas medicinais e dificuldades relacionadas ao controle
guimico, fisico-quimico, farmacologico e toxicolégico dos extratos
utilizados.

Na década de 60 foi observado desinteresse da industria
farmacéutica na producéo de fitoterapicos e dos centros de pesquisas no
desenvolvimento de novos compostos, uma vez que se acreditava que as
principais substancias ativas de plantas ja haviam sido isoladas e
modificadas quimicamente. Vinte anos mais tarde, ressurgiu-se o
interesse por pesquisas destas substancias, pelo fato do avanco
tecnologico ter proporcionado o isolamento e identificacdo de novas
substancias, até mais complexas, em um periodo mais breve de tempo,
produzindo-se desta forma novos farmacos. Atualmente os fitoterapicos
séo utilizados em escala mundial, sendo considerados uma excelente

alternativa de terapia em paises subdesenvolvidos, como os do
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continente  africano, onde farmacos apresentam precos altos
(Schenckel et al., 2001; Turolla, 2004). Segundo Aschwanden (2001)
cerca de 80 % da populacédo é dependente deste tipo de medicamento.

Ramos et al. (2008) afirmaram que cerca de 25 a 30% de
todos os medicamentos disponiveis atualmente sédo derivados de fontes
naturais como plantas, microrganismos e animais. Segundo Miguel
(2007), somente no ano de 1998, dentre os vinte medicamentos mais
consumidos, cerca de dez eram provenientes de produtos naturais e entre
os farmacos anticancerigenos e antibioticos o percentual chegou a 70%
desenvolvidos a partir de plantas e toxinas animais.

Dentre 250 mil espécies de plantas superiores, um pouco
mais de 100 mil, apresentaram principio ativo com capacidade de
tratamento de moléstias. Assim, as plantas medicinais sdo de grande
importancia para a medicina moderna por: a) oferecer farmacos que
seriam dificilmente elaborados via sintese quimica; b) oferecer compostos
gue podem sofrer leves modifica¢cdes, que os tornam mais eficazes ou
menos toxicos; e, c) poder servir de prototipo para farmacos com
atividades terapéuticas semelhantes (Robbers et al., 1996;
Pinto et al., 2002).

2.4 Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

Muitas plantas oriundas dos diversos biomas nacionais —
Floresta AmazoOnica, Mata Atlantica, e cerrado — tem sido usadas como
medicamentos naturais para tratamento de doencas tropicais, como
leishmaniose, tripanossomiase e malaria, além de infec¢Bes bacterianas e
fungicas (Mendes et al., 1999; Alves et al., 2000; Bedoya et al., 2002;
Holetz et al., 2005; Luize et al., 2005).
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Segundo Duarte (2006) apesar da imensa variedade de
espécies de plantas nativas e exoticas do Brasil, h4d informacdes
cientificas de apenas 44 espécies de 20 familias de vegetais com
atividade antimicrobiana. A quantidade pequena de dados deve-se a um
fator que dificulta a difusdo dos resultados das pesquisas pela
comunidade cientifica que é a apresentacdo de trabalhos unicamente em

eventos cientificos locais e regionais.

2.4.1 Equisetum arvense L. (Cavalinha)

Conhecido popularmente no Brasil como cavalinha,
E. arvense L., membro da familia Equisetaceae, é rico em vitaminas C, E,
K, B1, B2, B6, acido nicotinico, &cido folico e acido pantoténico, além de,
Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Cu, Mn, Si, Sr, Ti (Nagai et al., 2005).

Segundo Radulovic et al. (2006), E. arense L. tem ampla
distribuicdo pelo hemisfério norte, sendo utilizado como medicamento em
diversos paises do mundo. Joly (1979) relatou que esta planta é
encontrada em diversas regides da Europa e foi introduzida nas Américas
do Norte, Central e do Sul.

O d6leo essencial de E. arense L. apresenta forte atividade
antimicrobiana, devido a substancias como timol e linalol, contra
S. aureus e bactérias Gram-negativas, como Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, além do fungo
filamentoso  Aspergillus niger e da levedura C. albicans
(Radulovic et al., 2006).

A cavalinha apresenta efeitos de diurese
(Graefe; Viet, 1999), podendo ser utilizada no tratamento de infeccbes do
trato urinario e de osteoporose (Joksic, 2003), apresenta atividade

antioxidante (Trouillas et al., 2003; Milovanovic et al., 2007), é
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vasodilatador (Sakurai et al., 2003), anticonceptivo (Martins et al., 2004),
anti-inflamatério (Hoffman, 1990; Ody, Kindersley, 1993; Martins et al.,
2004), antimicrobiano de forte acdo (Radulovic, 2006; Milovanovic et al.,
2007), analgésico (Monte et al., 2004) e antiproliferativo (Cetojevic-Simin
et al., 2010).

2.4.2 Glycyrrhiza glabra L. (Alcaguz)

G. glabra L., conhecida no Brasil como alcaguz, faz parte
da familia das leguminosas (Fabaceae), sendo a raiz a parte utilizada e
reconhecida com atividades terapéuticas, podendo ser utilizada como
antiacido, no tratamento de Ulceras (Hikino, 1985; Wittschier et al., 2009),
como anti-inflamatério, expectorante, diurético (Shibata, 2000),
antialérgico (Kanazawa et al., 2003; Shin et al., 2007), antiasmatico
(Kakegawa et al., 1992), antipirético (Lata et al., 1999), ansiolitico
(Ambawade et al., 2001), anticonvulsivo (Ambawade et al., 2002),
intensificador de memoéria (Dhingra et al., 2004), antidepressivo
(Bryant, Brown, 1986; Kanazawa, 1994; Dhingra, Sharma, 2006), antiviral
(Sasaki et al., 2002) e antimicrobiano (Fukai et al., 2002). O extrato de
alcacuz também pode ser usado no tratamento de hemorréidas e
melanoma (Fukai et al., 2002).

Embora cresga em diversas regides do mundo,
G. glabra L. é nativa da regido Mediterranea (Gupta et al.,, 2008;
Asl, Hosseinzadeh, 2008), sendo que esta espécie vegetal tem
preferéncias por clima temperado (Mitscher et al., 1980).

Segundo Takino et al. (1979) e Okada et al. (1981), o
principal composto do alcaguz é a glicirrizina, cinquenta vezes mais doce
gue a sacarose. Bradley (1992) destacou que além da glicirrizina ha

também dois outros importantes constituintes, os sais de potassio e calcio
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do acido glicirrizico. Em seu estudo, Hikino (1985) afirmou que os
menores constituintes da G. glabra incluiram triterpendides, glabranina A
e B, gliciretol, glabrolida. Bradley (1992) e Bisset (1994) encontraram,
entre outras moléculas, isoflavonas, formononetina, glabrona e
neoliquiritina.

A atividade antimicrobiana apresentada pelo alcaguz se
deve justamente pela presenca de substancias como saponinas,
flavondides, isoflavonas e cumarinas, sendo a isoflavona glabridina
descrita como a substancia de maior atividade antimicrobiana (Asl,
Hosseinzadeh, 2008). Fukai et al. (2002) demonstraram que a glabridina e
glabreno, outra isoflavona de G. glabra L., apresentaram atividade
antimicrobiana contra cepas de S. aureus, sendo a primeira mais eficaz.

Segundo Motsei et al. (2003), o extrato aquoso do rizoma
do alcacuz apresentou efetividade contra C. albicans, e pode ter utilidade
caseira contra candidose pela sua facilidade no preparo, em comparagao
com extratos preparados com solventes organicos, embora também
apresentem boa atividade antifingica.

Wittschier et al. (2009) observaram que o0 extrato de
alcacuz apresentou efeitos inibitérios de adesdo de Helicobacter pylori no
epitélio gastrico humano ou nas camadas superficiais da mucosa.
Segundo Warren e Marhall (1983), H. pylori é responsavel, pelo
desenvolvimento de gastrites crbnicas, carcinoma gastrico e linfoma
gastrico.

O extrato de G. glabra L. também demonstrou inibicdo da
aderéncia de Porphyromonas gingivalis (Wittschier et al., 2009), uma
bactéria causadora, por exemplo, de doencas periodontais destrutivas.
P. gingivalis se adere fortemente em células epiteliais, hemacias,
coldgeno e outras bactérias por uma série de enzimas, que constitui um
de seus fatores de patogenicidade (Sandros et al., 1993).

Em 2009, Pellati et al. demonstraram que o0 acido

glicirretinico, extraido do alcacuz, teve atividade antifUngica contra cepas
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de C. albicans isoladas de pacientes com candidose vulvovaginal,

podendo ser utilizado como método alternativo de tratamento topico.

2.4.3 Punica granatum L. (Roma)

P. granatum L., conhecida no Brasil como roméa pertence
a familia Punicaceae. As pequenas arvores ou arbusto produtores de
roma sado de origem mediterranea, (Negi, Jayprakasha, 2003). Os
principais componentes do extrato do fruto séo taninos e polifendis
(Haslam, 1996; Vasconcelos et al., 2006). Machado et al. (2002)
identificaram o0 tanino responsavel pela atividade antimicrobiana, o
elagitanino punicalagina. Vasconcelos et al. (2006) sugeriram que 0S
taninos afetam a membrana de bactérias e leveduras.

Diversos estudos estdo sendo realizados com
P. granatum L., para avaliar a atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Navarro et al., 1996; Meléndez,
Capriles, 2006). Braga et al. (2005) observaram que o extrato de roma
ndo apenas inibiu o crescimento de S. aureus, mas também evitou a
producdo de enterotoxinas. Fenner et al. (2006) sugeriram que a casca e
as flores do fruto apresentam potencial atividade antifungica. Segundo
Haidari et al. (2009), polifendis purificados de P. granatum L. inibiram a
replicacdo do Virus Influenza A, demonstrando efeito sinérgico ao antiviral
oseltamivir (Tamiflu®).

Das et al. (1999) descreveram a forte atividade
antimicrobiana  contra  Bacillus  subtilis, Escherichia coli e
Saccharomices cerevisiae, provavelmente pela presenca do acido
punicico.

Os extratos etanolico, cloroférmico, metandlico e aquoso

de P. granatum L., em S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae,
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Proteus vulgaris, B. subtilis e Salmonella typhy, demonstraram eficiente
atividade antimicrobiana, principalmente o extrato metandlico, em trabalho
realizado por Prashanth et al. (2001). Negi e Jayaprakasha (2003)
avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos cetdnico, metanolico e
alcodlico da casca do fruto e verificaram que o extrato cetdnico foi o que
apresentou maior atividade antimicrobiana sob Bacillus cereus, B. subtilis,
B. coagulens, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Pereira et al. (2006) verificaram a acdo antimicrobiana de
um gel derivado de P. granatum L., rico em taninos e polifendis sob
biofilme bacteriano. O gel demonstrou capacidade de inibicdo da
aderéncia do microrganismo a superficie dentaria. O estudo comprovou
que tal substancia ofereceu controle ao biofilme ja formado.

P. granatum L., além de apresentar atividade
antimicrobiana, possui agdo antioxidante, anticarcinogénica e anti-
inflamatéria (Jurenka, 2008; Bialonska et al.,, 2009). Jurenka (2008)
descreveu que diversos compostos da roma estdo sendo aplicados no
tratamento e prevencdo de cancer, doencas cardiovasculares, doencas
odontoldgicas, diabetes, disfuncdo erétil, infeccbes bacterianas e
resisténcia a antibidticos. Ressalta ainda aplicagdes potenciais em
isquemia cerebral infantil, infertilidade masculina, mal de Alzheimer, artrite
e obesidade.

Gracious et al. (2001) relataram que extratos da raiz e do
caule desta planta tem agdo de adstringéncia e atividade anti-helmintica.
Segundo Chopra et al. (1992), a casca da roma pode ser utilizada no
tratamento de diarréia e disenteria. Dell’Agli et al. (2009) também
relataram o uso da casca da roma no tratamento da malaria, por ter efeito
antiplasmédico. Reddy et al. (2007) descreveram gue o0 cozimento da raiz

da planta é eficaz contra a febre e a debilidade causadas pela maléria.
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2.4.4 Stryphnodendron barbatimam Mart. (Barbatimao)

S. barbatimam Mart. faz parte da familia Leguminosae,
proveniente do cerrado brasileiro, conhecida neste pais como barbatiméo.
S. barbatimam Mart. € sinébnimo de Stryphnodendron adstringens Matrt.
(Mendonca et al., 1998).

Extratos da casca do caule desta planta sédo utilizados no
tratamento de infec¢cOes vaginais e para adstringéncia de ferimentos
(Alzugaray, Alzugaray, 1983; Santos, 1987). Segundo Lima et al. (1998) e
Audi et al. (1999), estes extratos apresentam atividades
anti-ulcerogénicas, anti-inflamatérias e antibacteriana e podem ser
utilizados para tratar leucorréia, diarréia e infec¢des ginecoldgicas.

Felipe et al. (2006) demonstraram a inibicdo de duas
linhagens de herpesvirus bovinos com utilizagdo de extratos aquoso e
alcodlico de barbatimdo. Maza et al. (2003) e Holetz et al. (2005)
demonstraram a acdo do barbatimdo contra os protozoarios Leishmania
amazonensis, Trypanosoma cruzi e Herpetomonas samuelpessoai.

Santos et al. (2009) verificaram que taninos do
barbatimdo possuem acdo bactericida, antiviral e contra helmintos e
protozoarios. Segundo os autores, a atividade antimicrobiana dos taninos
pode estar relacionada com a inibicdo da atividade enzimatica, da
fosforilacdo oxidativa e diminuicdo da disponibilidade de ions para o
metabolismo microbiano.

Ishida et al. (2006) descreveram que o0 extrato de
barbatimdo apresentou a capacidade de inibir o crescimento de
C. albicans, devido a: a) afetar a integridade da parede celular da
levedura; b) diminuir a capacidade de aderéncia deste microrganismo; c)
inibir a formacdo do tubo germinativo; d) interferir nos processos de
brotamento; e, e) estimular a fagocitose por macrofagos. Em 2009, Ishida

et al. relataram a acdo de taninos, oriundos da casa do tronco de
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barbatimdo, que afetaram o crescimento, o tamanho da capsula e a
pigmentacao do fungo Cryptococcus neoformans.

Segundo Santos et al. (2009) extratos aquoso e etandlico
apresentaram atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, S.
aureus, Aggregatibacter actinomicetemcomitans e C. albicans, sendo que

0 extrato etandlico apresentou melhor acao.

2.5 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade € um procedimento que visa
avaliar a biocompatibilidade de um produto, isto €, o quanto este pode ser
toxico para uma determinada célula, contudo, podem ser utilizados
diversos métodos para isso.

Segundo Freshney (1990) os ensaios de citotoxicidade
podem apresentar resultados temporais imediatos ou em curto prazo,
estando associados, em ambos 0s casos, com a permeabilidade da
membrana celular ou dano especifico ao metabolismo da célula, e tem por
finalidade quantificar células vidveis expostas a condi¢cfes traumaticas. As
respostas de longo prazo dependerdo da capacidade de renovacado e
sobrevivéncia da célula em estado alterado, que possa propiciar
mutacdes genéticas, por exemplo, visando avaliar a capacidade
metabdlica ou proliferativa celular apés ou durante contato com agentes
toxicos.

O meétodo de contagem celular adicionado a excluséo
pelo azul de Trypan pode ser utilizado para verificar a citotoxicidade de
substancias, uma vez que ceélulas ndo viaveis se coram pela passagem do
azul de Trypan através da membrana celular que néo esteja integra, como
foi realizado por Koulaouzidou et al. (1999), que concluiram através deste

método, que ao se empregar solucdes irrigantes em diferentes
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concentragbes de EDTA neutro (15%, 1% e 0,1%), EDTA pH 7,4 (17%,
1% e 0,1%) e hipoclorito de sédio (2,25%, 1% e 0,1%), as solucbes de
0,1% foram as que demonstraram citotoxicidade moderada. Contudo, o
método de avaliacdo da toxicidade pelo uso do corante MTT demonstra
além do numero de células em uma amostra o nivel de sua atividade
metabolica (Mossan, 1983).

Mossman (1983) afirmou que o teste de citotoxicidade,
pelo MTT, € um método confiavel, que se reproduz facil e rapidamente em
laboratério, por meio da aplicagdo do corante brometo de
3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetraz6lio, conhecido na literatura
unicamente por MTT, um p6 amarelo-fluorescente e solivel em agua,
veiculado facilmente as células através de solucao fisiologica. A reagao
ocorre em um sitio especifico — nas mitocéndrias — de células viaveis, sob
acao das enzimas desidrogenases mitocondriais que degradam o anel

tetrazolio do MTT (Figura 01), produzindo cristais insoltveis de formazina.

reducao

desidrogenase
mitocondrial

anel tetrazolio formazina

Figura 01 - Reducao do anel tetrazélio do MTT, pela enzima mitocondrial desidrogenase,
em formazina.

Segundo Collier e Pritsos (2003), o MTT € metabolizado
através de processos oxidativos e outras cadeias mitocondriais
enzimaticas de elétrons, com isso, quanto maior a viabilidade celular,
menor sera a liberacdo de oxigénio reativo pelas células. O método de
MTT tem sido frequentemente utilizado para analisar os efeitos citotoxicos
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de diversos produtos, incluindo fitoterapicos (Schmalz et al.,, 2002;
Kim et al., 2008; Yan et al., 2009; Yang et al., 2009; Yoon et al., 2009;
Guerrero et al., 2011).

Outra forma de verificar a citotoxicidade de materiais e
medicamentos € por meio da ativagdo celular e quantificagcao de citocinas.

Os macroéfagos e diversas outras células do organismo,
em resposta a um estimulo ativador, secretam pequenas proteinas,
chamadas de citocinas. A acdo destas citocinas tem inicio apds a ligacéo
a receptores especificos que provocam alteracdo na sintese do RNA e,
consequentemente, de proteinas de diferentes células do organismo. Elas
podem agir no local onde séo sintetizadas no organismo ou ter acao
distante, quando sdo secretadas e destinadas a circulacdo. Estes
mediadores da resposta inflamatéria podem ser interleucinas, como IL-1;
IL-6; IL-12, e fator de necrose tumoral (TNF-a), dentre outros,
(Kraychete et al., 2006; Janeway et al., 2007).

As citocinas IL-13 e TNF-a estdo presentes, por exemplo,
na regulacdo da reabsorcdo Ossea, como ocorre na regido periapical
(Stashenko et al., 1998; Lee et al., 2007), sdo marcantes na patogénese
de alteracOes teciduais, como dos tecidos pulpares e periapicais (Hong et
al., 2004), conduzem reacdes de destruicdo tecidual da polpa e periapice
(Lin et al., 2001), estimulam a secrecdo de enzimas que degradam
componentes da matriz extracelular — as metaloproteinases da matriz
(MMP) — (Bodet et al., 2007) levando ao processo de destruicdo tecidual
(Takahashi, 1998; Sorsa et al., 2004).

O TNF-a tem a capacidade de iniciar a cascata de
ativacao de outras citocinas, podendo ser secretado por diversas células e
atuar através da interagdo com receptores especificos (STNRF1). A IL-13
interage com o receptor para IL-1 B tipo | (IL1RI), ocorrendo apds esta
interacdo, ativacdo por uma enzima especifica, a proteinocinase (PKC)
(McDermott, 2001).
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Segundo Heinrich et al. (1990) e Watkins et al. (1995),
em doengas inflamatdrias, provavelmente as citocinas IL-1B, IL-6, IL-8 e
TNF-a estimulam o organismo a produzir febre, ao aumento do sono e da
sintese de proteinas pelo figado, a diminuicdo da ingestdo de agua e de
alimentos, a elevacdo da liberacdo de corticosteroides, a alteracdo da
atividade cerebral, & diminuicdo da interatividade social e aumento do
estimulo a dor. Fatores que ocorrem no intuito de acelerar as atividades
enzimaticas defensivas, reduzir a replicacdo de patdogenos e aumentar a
proliferacdo de células defensoras, além de isolar a area afetada e poupar
energia.

Tem-se observado na literatura que diversos estudos
utilizam o método de ativacéo celular e producao de diferentes citocinas
para avaliar o potencial citotéxico ou o efeito anti-inflamatério de
diferentes fitoterapicos, seja na forma de extratos ou de Oleos essenciais
(Park et al., 2005; Jung et al., 2006; Lee et al., 2011; Sheeja e Kuttan,
2010; Shih et al., 2010; Kim et al., 2011).

Desta forma, frente a crescente utilizacdo de fitoterapicos
nas diversas areas de saude, torna-se interessante estudar seus efeitos
antimicrobianos correlacionando com seus possiveis efeitos citotoxicos, a
fim de ampliar a utilizac&o terapéutica segura destes produtos naturais. E
ainda, selecionar um ou mais extratos que apresente uma aplicacdo mais
especifica em determinada area da saude, como na odontolégica, seja
sua adicdo em dentifricios, medica¢cbes para uso intracanal, colutorios,

pomadas para aplicacdo intra-oral, entre outros.



3 PROPOSICAO

Este estudo se propds a:

1) Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos
naturais de Equisetum arvense L. (cavalinha),
Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz), Punica granatum L.
(romd) e Stryphnodendron barbatimam Mart.
(barbatimao) sobre cepas-padréo e isolados clinicas
de bactérias das espécies Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans
e leveduras das espécies Candida albicans,
Candida glabrata e Candida tropicalis, por meio de
teste de microdiluicdo em caldo, determinando a

concentracdo microbicida minima;

2) Avaliar a citotoxicidade dos extratos naturais,
descritos acima, em ensaio de viabilidade celular
pelo método MTT e pela producdo de citocinas
(IL-18 e TNF-a) em cultura de macrofagos de
camundongos (RAW 264.7).



4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP conforme protocolo 008/2010-PA/CEP (Anexo A).

4.1 Extratos naturais

Foram utilizados quatro extratos glicélicos de plantas cuja

concentracao foi de 200 mg/mL.:

a) Equisetum arvense L. (cavalinha);
b) Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz);
¢) Punica granatum L. (roma);

d) Stryphnodendron barbatimam Mart. (barbatimé&o).

4.1.1 Obtengé&o dos extratos

Foram adquiridos pdés secos das plantas selecionadas
para a pesquisa na empresa Oficina de Ervas (Ribeirdo Preto, S&o Paulo,
Brasil), e macerados por sete dias, abrigados da luz, com agitacao
ocasional para obtencdo do extrato hidroetandlico, que por sua vez, apos
este periodo, foi filtrado em algodao e levado ao evaporador rotatério com

temperatura maxima de 40°C para se obter os extratos brutos, que foram
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diluidos em propilenoglicol até alcancar a concentracdo final de
200 mg/mL.

Os procedimentos de preparacdo dos extratos foram
realizados em colaboragdo com as professoras doutoras Raquel Regina
Duarte Moreira e Vera Lucia Borges Isaac, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP.

4.2 Padronizacédo dos inéculos para teste de diluicdo em caldo

4.2.1 Microrganismos

A acdo dos extratos foi avaliada sobre uma cepa-padrao
(ATCC - American Type Culture Collection) e nove cepas clinicas de seis
espécies de microrganismos (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans,
Candida glabrata e Candida tropicalis) provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de Séo José dos
Campos — UNESP. No Quadro 03 estdo apresentadas as numeracoes

das cepas-padrao (ATCC).
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Quadro 03 - Cepas-padrdo (ATCC) utilizadas para verificagcdo da

atividade antimicrobiana dos extratos naturais

: . ATCC
Microrganismo

Bactérias
Staphylococcus aureus 6538
Staphylococcus epidermidis 12228
Streptococcus mutans 35688
Leveduras
Candida albicans 18804
Candida tropicalis 13803
Candida glabrata 90030

4.2.2 Preparacao dos inoculos de S. aureus e S. epidermidis

As cepas de estafilococos foram semeadas em placas de

Petri contento agar Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, India).

Estas placas foram levadas para incubacdo por 24 horas, em estufa

bacteriologica, a temperatura de 37°C.

A sequir, foi preparada suspensdo do microrganismo, a

partir de col6nias isoladas (Figura 02 - A). Com auxilio da al¢ca de platina

tais colbnias foram retiradas da placa e transferidas para tubos contendo

9 mL de solucao fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) (Figura 02 - B) e com

auxilio de um agitador de tubos (Vision Scientific) a cultura foi

homogeneizada por 15 segundos (Figura 02 - C).
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Figura 02 - (A) Placa com crescimento microbiano. (B) Suspensdo de microrganismo em
solucdo fisiologica estéril  (NaCl 0,9%) para padronizacdo do inéculo.
(C) Homogeneizacdo em agitador de tubos por 15 segundos.

Apds a homogeneizacdo da cultura, foi feito o ajuste de
sua turbidez, semelhante a solucédo padrdo McFarland de 0,5. Apés esta
padronizacdo, foi realizada uma diluicio de 1:10, para que a
concentracdo final de bactérias fosse de aproximadamente 5 x 10°
células/mL (NCCLS, 2003).

4.2.3 Preparacao dos inoculos de Streptococcus mutans

Os estreptococos foram repicados em caldo Tryptic Soy
Broth (TSB) (Acumedia, Michigan, EUA) a cada 48 horas, sendo mantidos
em estufa bacterioldgica sob microaerofilia, com 5% de CO, a 37°C.

Para a padronizacdo do in6culo, as cepas foram
cultivadas em &agar BHI respeitando-se o periodo de incubacdo de
24 horas a temperatura de 37°C, com 5% de CO,. Foi ajustada a turbidez
semelhante a solucédo padréo McFarland de 0,5 (NCCLS, 2003).
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4.2.4 Preparacgdo dos inoculos de Candida spp.

As leveduras foram cultivadas em placas com agar
Sabouraud-dextrose (Himedia, Mumbai, india) e incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas.

Para a padronizacdo do inoculo, foram preparadas
suspensdes dos microrganismos em 9 mL de solucédo fisiolégica estéril
(NaCl 0,9%). O ajuste da turbidez das culturas de Candida spp. foi
realizada em espectrofotometro, utilizando-se o comprimento de onda de
530 nm e densidade Optica de 0,284, resultando em uma suspensao-
padrdo de 1 x 10° células de leveduras por mililitro. Esta suspens&o-
padrdo foi diluida 1:50 e depois 1:20 em solucdo salina estéril
(NaCl 0,9%), para obter-se a suspenséo de trabalho com concentracéo de
cercade 5x102a 2,5 x 103 células por mililitro (NCCLS, 2002).

4.3 Teste de microdiluicdo em caldo

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos extratos naturais e posterior constatagdo da Concentracdo
Microbicida Minima (CMM), foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo realizado em placas de poliestireno de 96 pocos, estéreis e com
tampa (TPP, Suica). A constatacdo da CIM foi feita a olho nu e
determinada no poco onde nao se observou turvacdo do meio
(NCCLS, 2003). Através da microdiluicdo foram obtidas 10 dilui¢cdes
seriadas dos extratos naturais de E. arvense L. (cavalinha),
G. glabra L. (alcaguz), P. granatum L. (romd) e S. barbatimam Mart.

(barbatimao), como apresentado no Quadro 04.
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Quadro 04 - Concentragdes dos extratos naturais (mg/mL) utilizados no
estudo

G Concentracao
Diluicao (mg/mL)

12 1:2 100
22 1:4 50

32 1:8 25

42 1:16 12,5
52 1:32 6,25
62 1:64 3,13
72 1:128 1,56
82 1:256 0,78
92 1:512 0,39
108 1:1024 0,19

4.3.1 Meios de cultura

Para as cepas bacterianas foi utilizado caldo Mueller-
Hinton (Himedia, Mumbai, india) e para as leveduras o meio sintético
RPMI 1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho
de fenol) (Himedia, Mumbai, india) tamponado com MOPS
[&cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] (Sigma Aldrich Co., Alemanha)
apH 7,0+0,1 (NCCLS, 2002; 2003).

4.3.2 Disposicéo nas placas de microdiluicao

As diluicdes dos extratos foram dispostas entre as

colunas de 1 a 10 (Figura 03 — A). A coluna 12 foi utilizada para os grupos
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controle, sendo um poc¢o para crescimento, com meio e suspensdo do
in6culo (Figura 03 — C) e um poc¢o ndo inoculado, apenas com meio
(Figura 03 - D). Os testes foram realizados em duplicata, com isso, cada
placa acomodou quatro cepas diferentes dos microrganismos utilizados

no estudo.

Figura 03 - Teste de microdiluicdo. (A) Dez diluicbes do extrato natural, Grupo
Experimental. (B) Codigo da cepa do microrganismo. (C) Pogo de controle positivo: meio
e inéculo. (D) Po¢o ndo inoculado. (E) Coluna 11 nédo utilizada. (*) Todas as cepas
tiveram pocgos para controles.

As placas contendo cepas bacterianas foram preenchidas
com 100 pL do meio de cultura (caldo Mueller-Hinton) com auxilio de um
micropipetador multicanal. Na coluna 1 foram acrescentados 100 pL do
extrato natural, de onde iniciou sua diluicdo, ficando com a menor diluicéo
a décima coluna (Quadro 04). Apos as diluicdes do extrato no meio de
cultura foram adicionados 5 pL do indculo padronizado em solugéo salina
estéril (NaCl 0,9%) em todos 0S pocos, exceto nos pogos para controle
negativo e coluna 11.

As placas contendo cepas de leveduras foram
preenchidas com 100 yL de meio de cultura (RPMI 1640), 100 uL de
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extrato natural, apenas na primeira coluna, de onde partiram as diluicdes
seriadas e 100 pL da suspenséao padronizada de microrganismo.

As placas foram levadas a estufa bacteriolégica por
24 horas, a temperatura de 37°C, respeitando as condigbes de
microaerofilia para S. mutans.

ApoGs incubagdo, foi realizada analise macroscopica dos
pocos (a olho nu). Quando eram observadas turvacdes significou que a
concentracdo do extrato foi insuficiente para inibir o crescimento
microbiano. Quando o meio ficou transltcido, foi semeado 100 uL deste
poco, do poco anterior e do poco posterior em placas de Petri contendo
agar BHI para o cultivo de espécies bacterianas e agar Sabouraud-
dextrose para as fungicas, no objetivo de se obter a CMM.

Estas placas foram incubadas por um periodo de 48 horas
a temperatura de 37°C. Nas placas onde ocorreu auséncia de
crescimento de colbnias foi constatada a Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) ou a Concentracao Fungicida Minima (CFM).

4.4 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos naturais

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos foi realizada
por dois ensaios diferentes: a) andlise da atividade mitocondrial das
células, pelo método MTT; e b) producdo de citocinas (IL-1 e TNF-q).

Para ambas andlises, foi utilizada cultura de macrofagos (RAW 264.7)
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4.4.1 Cultivo da cultura de macréfagos (RAW 264.7)

Foram utilizados macréfagos de camundongos da
linhagem RAW 264.7 (Figura 04), provenientes do Laboratorio de Cultura
de Células do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia da FOSJC —
UNESP, obtidas do banco de células da Associacdo Técnico Cientifica
Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).

As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova
York, EUA), em frascos de cultivo celular (TPP, Suica) e incubadas em
estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, contendo 95%
de ar e 5% de COa.

O meio de cultura foi trocado a cada dois dias e houve
monitoramento de cada frasco de cultivo celular com auxilio de
microscopio com luz invertida (Nikon).

A partir do momento que foi constatado estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacéo de mais de 70%

do frasco, foram realizados subcultivos celulares (Figura 04 - E).
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A B
C D
E F

Figura 04 - Cultura de macrdéfagos de camundongo (RAW 264.7). (A e B) Morfologia
celular dos macrofagos. Periodos de cultivo: (C) 24 horas; (D) 48 horas; (E) 72 horas,
subconfluéncia celular; e (F) 96 horas. Microscopia Optica, aumento de 200X (A),
400X (B), 100X (C e D) e 50X (E e F).

Para o subcultivo, 0 meio DMEM do frasco para cultura
celular foi aspirado com auxilio de uma pipeta apirogénica e descartado
(Figura 05 - A). A seguir, as células foram lavadas com 3 mL de meio

fresco e depois este também foi descartado.
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Posteriormente, foram acrescentados mais 3 mL de meio
fresco e as células foram removidas cuidadosamente do frasco de cultivo

com auxilio de um varredor celular (TPP, Suica) (Figura 05 - B).

Figura 05 - (A) Aspiracdo do meio DMEM do frasco de cultivo celular. (B) Remocéo das
células aderidas no fundo do frasco de cultura com varredor celular.

O meio fresco contendo a suspensao de células foi
centrifugado, em tubo tipo Falcon (TPP, Suica), a 9 mil rpm durante cinco
minutos, a 25°C. Apoés a centrifugagéo, o sobrenadante foi desprezado e
as células foram ressuspendidas em meio fresco e distribuidas em novos

frascos de cultivo celular (Figura 06).

Figura 06 - (A) Apds centrifugacao (9 mil rpm por cinco minutos, a 25°C) as células se
agrupam no fundo do tubo. (B) O sobrenadante é descartado e adicionado meio fresco.
(C) Homogeneizagéo das células com o meio fresco.
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4.4.2 Contagem das células viaveis

Para realizacdo do teste de citotoxicidade, foram
realizados os mesmos procedimentos citados para o subcultivo da
linhagem celular, no entanto, apds a ressuspensdo das células foi
realizada a contagem de células viaveis.

Para tanto, uma amostra de 50 yL da ressuspenséo foi
colocada em um microtubo tipo eppendorf juntamente com 5 pL de
corante azul de Trypan 0,5% (Sigma). Esta mistura foi agitada com uma
pipeta e transferidos 10 yL para a camara de Neubauer, coberta com
laminula (Figura 07 - A). A contagem de células viaveis foi realizada em
microscopia 6ptica, sendo consideradas viaveis as células ndo coradas

pelo azul de Trypan (Figura 07 - B).

Figura 07 - (A) Camara de Neubauer com aliquotas de 10 puL do material celular corado
com azul de Trypan em microtubo, apos ressuspensao das células. (B) Vista da camara
de Neubauer em microscépio éptico (aumento de 200X). As células coradas em azul sdo
consideradas inviaveis (setas).
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4.4.3 Ensaio de citotoxicidade dos extratos naturais com MTT

Foi realizada analise da atividade mitocondrial das células
viaveis pelo método de reducéo do brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-
difeniltetrazolio (MTT) em formazina. A solucdo de MTT foi preparada a
partir da suspensdao de 0,5 mg do pé de MTT (Sigma Aldrich Co.,
Alemanha) em 1 mL de Phosphate Buffer Saline (PBS) (Cultilab, Brasil)
esterilizado.

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis e com
tampa (Nunc, Dinamarca). Em cada poco foram adicionados 200 yL de
meio DMEM + 10% SFB contendo 8 x 103 células viaveis. Apds, as placas
foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO,, por 24 horas para
gue ocorresse aderéncia das células nos pocos (Figura 08).

Figura 08 - Adicdo de 200 yL de DMEM + 10% SFB contendo 8 x 103 células viaveis nos
pocos da microplaca.

Passado o periodo de incubacao e aderéncia das células
nos pocos da placa, o sobrenadante foi removido e acrescentado 200 pL
da concentrag&o dos extratos naturais obtida no teste de microdiluicdo em
caldo (Item 4.3).
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Para essa finalidade, foi realizada diluicdo seriada (de
100 mg/mL a 1,56 mg/mL) dos extratos naturais em meio DMEM + 10%
SFB (Figura 09). Inicialmente foi colocado em todos os po¢os 1 mL de
meio DMEM + 10% SFB e no primeiro po¢o mais 1 mL do extrato natural,
apos agitacdo com auxilio de pipeta, foi transferido para o segundo pocgo
1 mL da mistura do primeiro poco. A diluicdo seguiu-se, desta forma, até

guando foi obtida a dltima concentracdo desejada.

Figura 09 - Diluicdo seriada do extrato natural em meio DMEM + 10% SFB em placa de
24 pocos.

Desta forma, foram adicionados 200 pL de cada
concentracdo do extrato na microplaca de 96 pocos, onde houve
aderéncia celular. O teste foi realizado em triplicata, com isso cada grupo
celular tratado foi composto por 12 amostras de cada diluicdo (Figura 10).
As placas foram levadas para incubacéo por 24 horas, em estufa a 37°C e
5% de CO..
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C-C+ GT

Figura 10 - Placa de 96 pocos contendo os grupos testados: C- controle negativo,
apenas meio DMEM + 10% SFB; C+ controle positivo, meio DMEM + 10% SFB com
8 x 103 células; GT grupos tratados com concentragdes do extrato natural (cada coluna
comportou uma diluicao do extrato natural).

Apbs a remocgdo do contedudo dos pocos, estes foram
lavados por trés vezes com 200 uL de PBS estéril para se descartar
células mortas e precipitados do extrato natural. Apos, foram

acrescentados 100 pL da solucéo de MTT em cada poco (Figura 11).

Figura 11 - Adicéo de 100 pL da solugédo de MTT nos pocos da placa

As placas com a solucdo de MTT foram cobertas por
papel aluminio e levadas a estufa por uma hora, sob temperatura de 37° e

5% de CO,. Passado o periodo de uma hora, a solucdo de MTT foi
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removida e foram adicionados 100 uL de dimetil sulféxido (99,9%) -
DMSO (Sigma Aldrich Co., Alemanha) para solubilizacdo do contetudo dos
pOGOS.

As placas envolvidas em papel aluminio retornaram a
incubacédo por 10 minutos. Apos este periodo, as placas foram levadas a
mesa agitadora orbital (Solab) por mais 10 minutos. Posteriormente, foi
feita a leitura da absorbancia dos pocos em espectrofotometro de
microplacas (Bio-Tek, Vermont, EUA), com comprimento de onda de
570 nm.

As densidades o6pticas (DO) foram convertidas em
porcentagem de viabilidade celular (Ferreira, 2010) empregando-se a

seguinte férmula:

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

4.4.4 Ensaio de citotoxicidade dos extratos naturais pela producao de

citocinas IL-13 e TNF-a por macrofagos

Apés a preparacdo da suspensdo celular (macréfagos
RAW 264.7), como descrito nos itens 4.4.1 e 4.4.2, foram depositados em
placas de poliestireno de 24 pocos (Nunc, Dinamarca) 1 x 10° células
viaveis por poco, sendo o volume completado com meio DMEM + 10%
SFB para 1 mL (Figura 12 - A). As placas foram levadas para incubacao
por 24 horas em estufa a 37°C, com 5% de CO,, para aderéncia das
células.

Passadas 24 horas o meio foi removido e foram
adicionadas as concentracfes microbicidas dos extratos (Quadro 05) nos

grupos tratados e nos grupos controle foi adicionado meio DMEM + 10%



63

SFB, sendo n=12 para todos 0s grupos. As placas seguiram novamente

para incubacao, pelo periodo de 24 horas (Figura 12 — B).

Quadro 05 — Concentracées microbicidas dos extratos utilizadas no
ensaio de citotoxicidade pela producéo de IL-13 e TNF-a por macréfagos

Grupo Concentracéo N
P (mg/mL)
E. arvense L. (cavalinha) 50 12
G. glabra (alcaguz) 100 12
P. granatum L. (romd) 50 12
S. barbatimam Mart. (barbatiméo) 50 12
Controle positivo - 12
A B

Figura 12 - (A) Preparacéo da placa de 24 pocos com 1 x 10° células viaveis por poco
com adicdo de meio DMEM + 10% SFB até completar 1 mL de volume. (B) Adicao da
concentracdo dos extratos naturais em culturas celulares de 24 horas de aderéncia apés
remoc¢&o do meio de cultura.

Apbés o periodo de exposicdo as concentracbes dos
extratos naturais, os sobrenadantes de todos os grupos foram coletados,
armazenados em microtubos tipo eppendorf (Axygen, EUA) e congelados
em freezer (-20°C) para posterior quantificacdo de citocinas pelo teste

imunoenziméatico ELISA.
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4.4 4.1 Ensaio imunoenzimatico ELISA

Para o teste ELISA foram utilizados Kits comerciais
DuoSet ELISA Development System para IL-1B (catdlogo DY401) e para
TNF-a (catdlogo DY410) (R & D Systems, Minneapolis, EUA).

Apoés diluicdo do anticorpo de captura anti-IL-18 ou
anti-TNF-a em PBS, foram adicionados imediatamente 100 pyL por poco
em microplacas para teste ELISA (Greiner-BioOne, Bélgica) e deixadas
em temperatura ambiente overnight recobertas por filme plastico.

Posteriormente, o conteudo foi removido dos pocos e
estes foram lavados com 300 uL de Tampéao de Lavagem (PBS acrescido
de 0,05% de Tween 20) por trés vezes com auxilio de pipetador
multicanal. Apds a terceira lavagem foram adicionados em cada poco
300 yL de Tampéo de Bloqueio composto por PBS acrescido de 0,1% de
Soro Albumina Bovino (BSA). As placas foram deixadas em temperatura
ambiente por uma hora.

Passado periodo de incubacdo os procedimentos de
lavagem foram realizados, posteriormente foram adicionados nas placas
100 pL do padrao de citocinas (curva-padrao), 100 yL das amostras de
sobrenadantes obtidos ap0s exposicdo as concentracdes dos extratos
naturais e 100 yL do sobrenadante obtidos no grupo controle. Os testes
foram feitos em duplicata para cada amostra (Figura 13). As placas foram

incubadas por duas horas em temperatura ambiente.
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Figura 13 - Distribuicdo das amostras na microplaca para teste ELISA, apés
sensibilizacdo com anticorpos de captura e bloqueio. (A) Curva-padrdo de citocinas. (B)
Adicao do sobrenadante adquirido do contato das células com as concentracdes dos
extratos naturais (n=12) distribuidos em duplicata.

Ap0s os procedimentos de lavagem, foram acrescentados
em cada poco das placas 100 pL de anticorpo de deteccéo (anti-IL-13 ou
anti-TNF-a) marcado com biotina. As placas foram mantidas em
temperatura ambiente por duas horas. Novas lavagens foram feitas e logo
apos foram adicionados em cada poco 100 pL de estreptavidina
conjugada com enzima peroxidase. As placas foram cobertas com papel
aluminio e incubadas em temperatura ambiente por 20 minutos.

Apos os procedimentos de lavagem foram adicionados
em cada poco 100 pyL da solugéo de substrato cromogénico, composto
por Reagente A (peréxido de hidrogénio) e Reagente B
(tetrametilbenzidina) na proporcgéo de 1:1 (Figura 14 - A). As placas foram
incubadas, recobertas com papel aluminio, a temperatura ambiente por
20 minutos.

Logo apds, foram adicionados 50 uL da Solucdo de
Parada (4cido sulfarico 2N) (Figura 14 - B). As placas foram
imediatamente levadas ao leitor de microplacas, para obtencédo das DO

de cada poco, no comprimento de onda de 450 nm.
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Figura 14 - (A) Reacd@o revelada com substrato cromogénico apds incubac@o das
amostras com anticorpo de deteccdo marcado com biotina. (B) Bloqueio da reacao
revelada com adicao do &cido sulfdrico 2N.

Apoés obtencdo das DO foram determinados os niveis de
IL-18 e TNF-a das amostras de sobrenadantes celulares com auxilio do

programa GraphPad Prism 4.0.

4.5 Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados estatisticamente pela
analise de variancia ANOVA, complementado pelo teste de Tukey a fim
de verificar as diferencas estatisticas significantes entre grupos. O nivel
de significancia foi de 5% (p<0,05). A andlise estatistica foi realizada

através do programa BioEstat 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos naturais

5.1.1 Equisetum arvense L. (cavalinha)

As CMM (mg/mL) do extrato natural de E. arvense L.
(cavalinha) para cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans,
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata estdo apresentadas na Tabela 01.

Tabela 01 - Valores das CMM (mg/mL) do extrato natural de E. arvense L.
(cavalinha) para cepas bacterianas e fungicas

Bactérias Leveduras
Cepa
Sa Se Sm Ca Ct Cog
ATCC 50 25 3,13 50 25 50
1 12,5 50 3,13 50 50 50
2 50 50 25 50 50 50
3 50 50 25 50 25 50
4 50 25 25 50 25 50
5 50 12,5 12,5 25 50 50
6 50 50 3,13 12,5 25 50
7 6,25 25 12,5 12,5 25 25
8 6,25 25 12,5 25 25 50
9 25 6,25 12,5 12,5 25 50

Sa (S. aureus), Se (S. epidermidis), Sm (S. mutans), Ca (C. albicans), Ct (C. tropicalis) e
Cg (C. glabrata)
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Na Tabela 02 estdo apresentadas as quantidades de
cepas dos microrganismos eliminadas em cada CMM do extrato natural

de E. arvense L. (cavalinha), bem como as concentragdes n&o efetivas.

Tabela 02 - Quantidades de cepas bacterianas e fungicas eliminadas sob
concentracfes do extrato natural de E. arvense L. (cavalinha)

Concentragcao (mg/mL)

Microrganismo
100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19

S. aureus 10 10* 4 3 2 - - - - -
S. epidermidis 10 10 6* 2 1 - - - - -
S. mutans 10 10 10 7 3 3* - - - -
C. albicans 10 10* 5 3 - - - - - -
C. tropicalis 10 10 7* - - - - - - -
C. glabrata 10 10* 1 - - - - - - -

- concentragéo néo efetiva; *CMM obtida em cepa-padréo (ATCC).

Em S. aureus, as concentracbes de 100 e 50 mg/mL
eliminaram todas as cepas. No entanto, concentracfes inferiores como
25, 12,5 e 6,25 mg/mL também apresentaram atividade microbicida, com
eliminacdes de 40, 30 e 20% respectivamente. Diluicbes inferiores a
6,25 mg/mL nédo foram efetivas para as cepas testadas. Contudo, a
CMMs, do extrato de cavalinha para S. aureus foi 50 mg/mL.

Para S. epidermidis, houve eliminacg&o total de cepas nas
concentragbes de 100 e 50 mg/mL. A concentracdo de 25 mg/mL foi
efetiva para 60% das cepas. Nas concentragfes de 12,5 e 6,25 mg/mL a
eliminacao foi de 20 e 10% dos isolados respectivamente. Em diluicdes
inferiores a 6,25 mg/mL nao foi observada atividade microbicida. Desta
forma, a CMMs5p do extrato de cavalinha para S. epidermidis foi 25 mg/mL.

Para S. mutans, ocorreu eliminacdo de 100% das cepas

nas concentracoes de 100, 50 e 25 mg/mL. Sob a concentracdo de
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12,5 mg/mL 70% das cepas foram eliminadas e nas concentracbes de
6,25 e 3,13 mg/mL o percentual de eliminacéo foi de 30% para cada uma.
Em diluicbes inferiores a 3,13 mg/mL foi observado crescimento
microbiano. Com isso, a CMMsp do extrato de cavalinha para S. mutans
foi 12,5 mg/mL.

Em cepas de C. albicans, as concentracbes de 100 e
50 mg/mL promoveram eliminacéo total dos isolado. Na concentracdo de
25 mg/mL houve eliminacdo de 50% das cepas e na concentracao de
12,5 mg/mL 30%. Em dilui¢cdes inferiores a 12,5 mg/mL néo foi constatada
atividade microbicida. Desta forma, a CMMs5p do extrato de cavalinha para
C. albicans foi 25 mg/mL.

Para C. tropicalis, 100% das cepas foram eliminadas com
concentragdes de 100 e 50 mg/mL e 70% com 25 mg/mL, no entanto, em
concentragdes inferiores nao houve eliminacdo de cepas. Com isso, a
CMMso do extrato de cavalinha para C. tropicalis foi 25 mg/mL.

Em C. glabrata, as concentracbes de 100 e 50 foram
efetivas para todas as cepas, contudo a concentragao de 25 mg/mL foi
responsavel pela eliminacdo de uma cepa. Assim, a CMMso do extrato de

cavalinha para C. glabrata foi 50 mg/mL.

5.1.2 Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz)

Os resultados das CMM (mg/mL) do extrato natural de
G. glabra L. (alcaguz) sob cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans,

C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata estao descritos na Tabela 03.
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Tabela 03 - Valores das CMM (mg/mL) do extrato natural de G. glabra L.

(alcacuz) para cepas bacterianas e fungicas

Bactérias Leveduras
Cepa
Sa Se Sm Ca Ct Cg
ATCC 100 50 12,5 50 50 50
1 50 100 12,5 50 50 50
2 100 50 50 50 50 50
3 100 100 100 50 50 50
4 25 50 50 50 25 50
5 50 25 50 50 50 50
6 50 50 50 50 25 50
7 25 100 50 12,5 12,5 25
8 25 50 50 25 25 50
9 50 50 50 25 25 50

Sa (S. aureus), Se (S. epidermidis), Sm (S. mutans), Ca (C. albicans), Ct (C. tropicalis) e

Cg (C. glabrata)

As quantidades de cepas dos microrganismos eliminadas

em cada CMM do extrato natural de G. glabra L. (alcacuz), bem como as

concentragcdes néo efetivas estdo demonstradas na Tabela 04.

Tabela 04 - Quantidades de cepas bacterianas e fungicas eliminadas sob
concentracfes do extrato natural de G. glabra L. (alcacuz)

Microrganismo

Concentracao (mg/mL)

100 50 25 125 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19
S. aureus 10 7 3 - - - - -
S. epidermidis 10 7* 1 - - - - }
S. mutans 10 9 2 2% - - - -
C. albicans 10 10* 4 1 - - - -
C. tropicalis 10 10* 5 1 - - - -
C. glabrata 10 10* 1 - - - - -

- concentragdo nao efetiva; *CMM obtida em cepa-padréo (ATCC).
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Em cepas de S. aureus, a concentracdo de 100 mg/mL
eliminou 100% das cepas, nas concentracbes de 50 e 25 mg/mL os
percentuais de eliminacdo das cepas foram de 70 e 30% respectivamente.
Em concentracdes inferiores a 25 mg/mL ndo foi comprovada atividade
microbicida. Com isso, a CMMs do extrato de alcaguz para S. aureus foi
50 mg/mL.

Para S. epidermidis, ocorreu eliminagdo de todas as
cepas sob a concentracdo de 100 mg/mL. A concentracdo de 50 mg/mL
eliminou 70% das cepas e a concentragdo de 25 mg/mL 10%. Nao houve
eliminacdo microbiana em concentracdes inferiores a 25 mg/mL. Assim, a
CMMs, do extrato de alcaguz para S. epidermidis foi 50 mg/mL.

Em S. mutans, houve eliminacdo de 100% das cepas na
concentracédo de 100 mg/mL, 90% a 50 mg/mL e 20% de eliminacao nas
concentragbes de 25 e 12,5 mg/mL, em cada uma. No entanto, em
concentragdes inferiores a 12,5 mg/mL n&o foi constatada atividade
microbicida. Desta forma, a CMMs, do extrato de alcaguz para S. mutans
foi 50 mg/mL.

Para cepas de C. albicans, as concentragbes de 100 e
50 mg/mL foram efetivas para 100% das cepas, em cada uma. No
entanto, foi constatado eliminacdo de 40 e 10% das cepas nas
concentracfes de 25 e 12,5 mg/mL respectivamente, porém em diluicbes
inferiores a 12,5 mg/mL né&o foi observada atividade microbicida. Sendo
assim, a CMMs, do extrato de alcacuz para C. albicans foi 50 mg/mL.

Em cepas de C. tropicalis, houve eliminacédo total nas
concentracfes de 100 e 50 mg/mL, 50% foram eliminadas a 25 mg/mL e
10% a 12,5 mg/mL. Em concentragdes inferiores a 12,5 mg/mL nao foi
constatado eliminagéo fangica. Com isso, a CMMs, do extrato de alcaguz
para C. tropicalis foi 25 mg/mL.

Em C. glabrata, as concentracées de 100 e 50 mg/mL
foram efetivas para todas as cepas, com 100% de eliminacdo dos

isolados. Foi observado na concentragdo de 25 mg/mL eliminacdo de
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10% das cepas, contudo em diluigbes inferiores houve crescimento
fungico. Desta forma, a CMMsy do extrato de alcacuz para C. glabrata foi
50 mg/mL.

5.1.3 Punica granatum L. (roma)

Os valores das CMM (mg/mL) do extrato natural de
P. granatum L. (romd) testados sob as cepas de S. aureus,
S. epidermidis, S. mutans, C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata estao

demonstrados na Tabela 05.

Tabela 05 - Valores das CMM (mg/mL) do extrato natural de
P. granatum L. (romd) para cepas bacterianas e fungicas

Bactérias Leveduras
Cepa
Sa Se Sm Ca Ct Cg
ATCC 25 12,5 3,13 50 25 25
1 12,5 25 3,13 50 50 50
2 12,5 25 6,25 50 25 25
3 12,5 6,25 6,25 25 25 25
4 12,5 12,5 6,25 25 25 25
5 12,5 3,13 6,25 25 50 50
6 6,25 12,5 3,13 25 25 50
7 25 3,13 6,25 25 25 12,5
8 25 3,13 12,5 25 25 50
9 6,25 3,13 6,25 25 25 25

Sa (S. aureus), Se (S. epidermidis), Sm (S. mutans), Ca (C. albicans), Ct (C. tropicalis) e
Cg (C. glabrata)
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Na Tabela 06 estdo apresentadas as quantidades de
cepas microbianas eliminadas com as CMM do extrato natural de

P. granatum L. (romd), bem como as concentra¢des néo efetivas.

Tabela 06 - Quantidades de cepas bacterianas e fungicas eliminadas sob
concentracfes do extrato natural de P. granatum L. (roma)

Concentragcao (mg/mL)

Microrganismo
100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19

S. aureus 10 10 10* 7 2 - - - - -
S. epidermidis 10 10 10 8* 5 4 - - - -
S. mutans 10 10 10 10 9 3* - - - -
C. albicans 10 10* 7 - - - - - - -
C. tropicalis 10 10 8¢ - - - - - - -
C. glabrata 10 10 6 1 - - - - - -

- concentracdo nédo efetiva; *CMM obtida em cepa-padréo (ATCC).

Em S. aureus, houve eliminacdo total de cepas nas
concentracfes de 100, 50 e 25 mg/mL. A concentracdo de 12,5 mg/mL
eliminou 70% dos isolados e a concentracdo de 6,25 mg/mL 20%,
contudo em diluigbes inferiores ndo se observou atividade microbicida.
Com isso, a CMMsq do extrato de roma para S. aureus foi 12,5 mg/mL.

Em cepas de S. epidermidis, as concentracdes de 100, 50
e 25 mg/mL eliminaram 100% das cepas, contudo foi constatada
eliminacéo de 80% dos isolados a concentracao de 12,5 mg/mL, de 50%
a 6,25 mg/mL e de 40% a 3,13 mg/mL. Em concentracdes inferiores a
3,13 mg/mL n&o houve efetividade para as cepas testadas. Desta forma,
a CMMs, do extrato de roma para S. epidermidis foi 6,25 mg/mL.

Para S. mutans, ocorreu eliminacgao total dos isolados sob
as concentracbes de 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL, eliminacdo de 90% na
concentracao de 6,25 mg/mL e de 30% a 3,13 mg/mL, contudo, em
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diluicbes inferiores ndo foi observada atividade microbicida. Assim, a
CMMsp do extrato de roma para S. mutans foi 6,25 mg/mL.

Em cepas de C. albicans, houve eliminacdo de 100% das
cepas nas concentracfes de 100 e 50 mg/mL e de 70% na concentracéo
de 25 mg/mL, em concentragdes inferiores n&o foi observada atividade
microbicida. Desta maneira, a CMMso do extrato de roma para C. albicans
foi 25 mg/mL.

Para C. tropicalis, 100 % das cepas foram eliminadas sob
as concentracoes de 100 e 50 mg/mL e 80% a 25 mg/mL. Em
concentragdes inferiores a 25 mg/mL foi constatado crescimento de
leveduras. Com isso, a CMMs, do extrato de romé& para C. tropicalis
também foi 25 mg/mL.

Para cepas de C. glabrata, houve eliminacdo total nas
concentracbes de 100 e 50 mg/mL, eliminacdo de 60% a 25 mg/mL e
10% de eliminag&o dos isolados na concentragao de 12,5 mg/mL. Nao se
constatou efeito microbicida em concentragdes inferiores. Sendo assim, a

CMMsg do extrato de roma para C. glabrata também foi 25 mg/mL.

5.1.4 Stryphnodendron barbatimam Mart. (barbatiméo)

Na Tabela 07 s&o observados os valores das
CMM (mg/mL) do extrato natural de S. barbatimam Mart. (barbatimédo) sob
cepas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans, C. tropicalis e
C. glabrata.
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de

Bactérias Leveduras
Cepa
Sa Se Sm Ca Ct Cg
ATCC 25 1,56 3,13 25 25 50
1 12,5 6,25 3,13 25 50 50
2 12,5 6,25 3,13 50 50 50
3 12,5 3,13 3,13 25 25 50
4 12,5 3,13 3,13 25 25 25
5 12,5 3,13 3,13 25 50 50
6 6,25 12,5 3,13 25 12,5 50
7 6,25 3,13 3,13 25 12,5 50
8 6,25 3,13 3,13 25 12,5 50
9 6,25 3,13 3,13 12,5 25 50

Sa (S. aureus), Se (S. epidermidis), Sm (S. mutans), Ca (C. albicans), Ct (C. tropicalis)

e Cg (C. glabrata)

Na Tabela 08 estdo descritas as quantidades de cepas

microbianas eliminadas em

cada CMM do extrato

natural

de

S. barbatimam Mart. (barbatimao), além das concentracfes nao efetivas.

Tabela 08 - Quantidades de cepas bacterianas e fungicas eliminadas sob

concentracfes do extrato natural de S. barbatimam Mart. (barbatimao)

Concentracao (mg/mL)

Microrganismo

100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,19
S. aureus 10 10 10* 9 4 - - - -
S. epidermidis 10 10 10 10 9 7 1* - -
S. mutans 10 10 10 10 10 10* - - -
C. albicans 10 10 9 1 - - - - -
C. tropicalis 10 10 7+ 3 - - - - -
C. glabrata 10 10* 1 - - - - - -

- concentracdo nédo efetiva; *CMM obtida em cepa-padrdo (ATCC).
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Para S. aureus, as concentra¢gdes de 100, 50 e 25 mg/mL
foram efetivas para 100% das cepas, na concentracao de 12,5 mg/mL foi
constatada eliminacdo de 90% dos isolados e a 6,25 mg/mL houve
eliminacdo de 40% das cepas. Em diluicdes inferiores a 6,25 mg/mL néo
foi observada atividade microbicida. Desta forma, a CMMs do extrato de
barbatiméo para S. aureus foi 12,5 mg/mL.

Em S. epidermidis, houve eliminacdo de todas as cepas
nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 mg/mL, na concentracdo de
6,25 mg/mL houve eliminacdo de 90% dos isolados e as concentragdes
de 3,13 e 1,56 mg/mL eliminaram 70 e 10% das cepas respectivamente.
Em concentracdes inferiores foi observado crescimento bacteriano.
Assim, a CMMsy do extrato de barbatimdo para S. epidermidis foi
3,13 mg/mL.

Houve eliminacédo de 100% das cepas de S. mutans nas
concentracbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,13 mg/mL, concentracdes
inferiores a 3,13 mg/mL n&o foram efetivas. Contudo, a CMMs, do extrato
de barbatim&o para S. mutans foi 3,13 mg/mL.

Para C. albicans, as concentragdes de 100 e 50 mg/mL
foram efetivas para 100% das cepas, nas concentracdes de 25 e
12,5 mg/mL ocorreram eliminacgédo fungica de 90 e 10% respectivamente,
contudo, em concentracfes inferiores ndo foi observada atividade
microbicida. Desta forma, a CMMs, do extrato de barbatimdo para
C. albicans foi 25 mg/mL.

Para C. tropicalis, houve eliminacdo de 100% das cepas
nas concentracbes de 100 e 50 mg/mL, de 70% na concentracdo de
25 mg/mL e de 30% a 12,5 mg/mL. Concentracbes inferiores a 12,5
mg/mL nao foram efetivas. Com isso, a CMMsp do extrato de barbatiméao
para C. tropicalis foi 25 mg/mL.

Em cepas de C. glabrata, as concentracées de 100 e
50 mg/mL eliminaram todas as cepas e a concentracdo 25 mg/mL

eliminou 10% dos isolados, contudo, em diluicdes inferiores néo foi
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observada atividade fungicida. Desta forma, a CMMs, do extrato de

barbatiméo para C. glabrata foi 50 mg/mL.

5.2 Citotoxicidade dos extratos naturais com MTT

5.2.1 Equisetum arvense L. (cavalinha)

Na Tabela 09 seguem os valores percentuais de viabilidade
celular, em comparagdo ao grupo controle (100% viavel) das CMM do
extrato natural de E. arvense L. (cavalinha) observadas nos

microrganismos testados.

Tabela 09 - Viabilidade celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato natural
de E. arvense L. (cavalinha).

Amostra CMM (mg/mL)
(n) 50 25 125 | 6,25 3,13
1 42 43 63 54 80
2 43 43 63 54 84
3 44 44 68 55 84
4 44 44 68 57 84
5 44 44 70 57 85
6 45 45 70 58 86
7 47 45 70 58 87
8 48 45 71 59 88
9 53 45 72 61 90
10 54 45 76 61 90
11 56 45 77 63 91

12 56 a7 81 63 93
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Na Tabela 10 estdo descritos valores médios, desvios-
padrdo e medianas obtidos com as amostras em relacdo a viabilidade
celular das CMM do extrato natural de E. arvense L. (cavalinha).

Tabela 10 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas para viabilidade
celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato de E. arvense L. (cavalinha)

CMM 0 Média Desvio- Mediana Grupos .
(mg/mL) (%) padréo Homogéneos
Controle 12 100 0,00 100 A

50 12 48 5,29 46 B
25 12 45 1,08 45 B

12,5 12 71 5,31 70 C

6,25 12 58 3,17 58 D

3,13 12 87 3,71 87 E

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Foi constatada diferenca estatistica significante
(p<0,0001) entre os grupos pesquisados (controle e tratados).

Apés 24 horas de exposicdo com as CMM do extrato
natural de E. arvense L. (cavalinha) houve diminuicdo da viabilidade
celular em todos os grupos tratados, em comparacdo ao grupo controle
(100% viavel) (p>0,01). As redugbes foram de 13% para o grupo tratado
com 3,13 mg/mL, 29% para 12,5 mg/mL, 42% para 6,25 mg/mL, 52% para
50 mg/mL e 55% para 25 mg/mL.

A concentragdo com maior percentual de células
sobreviventes foi a do grupo tratado com 3,13 mg/mL, apresentando em
média 87% de viabilidade celular, sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos tratados (p<0,01), bem como do grupo controle
(100% viavel) (p<0,01).

O grupo tratado com 12,5 mg/mL do extrato natural de

E. arvense L. (cavalinha) demonstrou em média 71% de viabilidade
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celular, sendo estatisticamente diferente dos demais grupos tratados
(p<0,01). Em comparacdo ao grupo controle houve reducao significativa
de sua viabilidade celular (p<0,01).

As amostras que receberam a concentracdo de
6,25 mg/mL apresentaram em meédia 58% de viabilidade celular, com
diferenca estatistica significante aos demais grupos testados (p<0,01),
exibindo desta forma reducéo significativa de sua viabilidade celular em
comparacao ao grupo controle (p<0,01).

Os grupos que receberam as doses de 50 mg/mL e
25 mg/mL do extrato natural de E. arvense L. (cavalinha) foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05) e apresentaram as
menores taxas de sobrevivéncia celular, 48% e 45% respectivamente,
diferindo significativamente dos demais grupos tratados (p<0,01). Em
relagdo ao grupo controle demonstraram significante reducdo em sua

viabilidade celular (p<0,01).

5.2.2 Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz)

Os percentuais de viabilidade celular das CMM do extrato
natural de G. glabra L. (alcacuz) estdo representados na Tabela 11 e
valores médios, desvios-padrdo e medianas destes percentuais seguem
na Tabela 12.
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Tabela 11 - Viabilidade celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato natural
de G. glabra L. (alcacuz)

Amostra CMM (mg/mL)

" 100 50 25 12,5
1 66 48 50 56
2 70 49 50 56
3 77 50 51 57
4 79 50 51 58
5 79 51 52 58
6 79 52 52 59
7 80 52 52 61
8 81 52 53 61
9 83 54 53 61

10 83 55 53 63

11 86 57 54 65

12 88 57 55 67

Tabela 12 - Valores médios, desvios-padréo e medianas para viabilidade
celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato de G. glabra L. (alcaguz)

CMM 0 Média | Desvio- | \\ . Grupos .
(mg/mL) (%) padrao Homogéneos
Controle 12 100 0,00 100 A

100 12 79 6,18 80 B
50 12 52 2,96 52 C
25 12 52 1,53 52 C

12,5 12 60 2,51 60 D

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Foi constatada diferenca significante (p<0,0001) entre os
grupos tratados com CMM do extrato natural de G. glabra L. (alcaguz) e

grupo controle.
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Apbs 24 horas de exposicao, foi observada reducdo da
viabilidade celular nos grupos que receberam tratamento com as CMM do
extrato natural de G. glabra L. (alcaguz) em comparacdo ao grupo
controle (p>0,01). O grupo tratado com 100 mg/mL sofreu reducdo de
21% em sua viabilidade, o grupo de 12,5 mg/mL teve reducédo de 40% e
0s grupos de 50 e 25 mg/mL tiveram reducédo de 48% cada um.

O grupo tratado com 100 mg/mL do extrato natural de
G. glabra L. (alcaguz) apresentou em média 79% de células
sobreviventes, demonstrou ser a concentracdo mais viavel dentre as
testadas, uma vez que apresentou diferenca estatistica significante aos
demais grupos tratados (p<0,01). Em comparagdo ao grupo controle foi
observada reducéo significativa de sua viabilidade celular (p<0,01).

As amostras que receberam tratamento com 12,5 mg/mL
do extrato natural de G. glabra L. (alcacuz), tiveram em média 60% de
células sobreviventes, exibindo reducédo significativa de sua viabilidade
em comparacdo ao grupo controle (p<0,01), além de diferirem
estatisticamente dos demais grupos tratados (p<0,01).

Os grupo tratados com 50 e 25 mg/mL foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05), apresentando reducdes
significativas em sua viabilidade celular em relacdo ao grupo controle
(p<0,01). Estes grupos exibiram também menores indices de viabilidade
celular, ou seja, 52% em cada grupo, em comparacao aos grupos tratados
com 100 (p<0,01) e 12,5 mg/mL (p<0,01) que apresentaram 79 e 60% de

viabilidade celular, respectivamente.
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Na Tabela 13 estdo

representados 0s
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resultados da

viabilidade celular das CMM do extrato natural de P. granatum L. (roma),

em comparacdo ao grupo controle.

Tabela 13 - Viabilidade celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato natural

de P. granatum L. (roma)

Amostra CMM (mg/mL)

") 50 25 12,5 6,25 3,13
1 70 51 50 93 59
2 73 52 51 95 59
3 73 52 53 95 60
4 74 53 56 95 60
5 74 53 56 96 60
6 76 54 57 98 60
7 76 56 58 99 61
8 77 60 59 99 61
9 77 61 60 100 61

10 79 63 60 101 62

11 79 64 60 102 62

12 81 65 61 106 63

Na Tabela 14 seguem valores médios, desvios-padrédo e

medianas para viabilidade celular das CMM do extrato natural de

P. granatum L. (roma).
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Tabela 14 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas para viabilidade
celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato de P. granatum L. (romd)

CMM 0 Média Desvio- Mediana Grupos .
(mg/mL) (%) padré&o Homogeéneos
Controle 12 100 0,00 100 A

50 12 76 3,10 76 B
25 12 57 5,24 55 C

12,5 12 57 3,70 58 C

6,25 12 98 3,70 99 A

3,13 12 61 1,23 61 C

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Houve diferenca estatistica significante (p<0,0001) entre
0S grupos controle e tratados com CMM do extrato natural de
P. granatum L. (romd).

ApOs 24 horas de contato com as CMM do extrato natural
de P. granatum L. (rom&), foi observada reducdo da viabilidade celular
dos grupos tratados em comparacdo ao grupo controle (p>0,01). Estas
reducdes na viabilidade celular foram de 24% para o grupo de 50 mg/mL,
43% nos grupos de 25 e 12,5 mg/mL, 2% no grupo de 6,25 mg/mL e 39%
no grupo de 3,13 mg/mL.

O grupo tratado com a concentracdo de 6,25 mg/mL do
extrato natural de P. granatum L. (romd) obteve o percentual de células
sobreviventes de 98%, sendo estatisticamente semelhante ao grupo
controle (p>0,05), demonstrando ser a concentragcdo mais viavel dentre as
testadas. Este grupo exibiu diferenca estatistica significativa aos grupos
tratados com 50 mg/mL (p>0,01), 25 mg/mL (p>0,01), 12,5 mg/mL
(p>0,01) e 3,13 mg/mL (p>0,01).

O grupo que recebeu tratamento com a concentracao de
50 mg/mL demonstrou viabilidade celular de 76%, diferindo

significativamente dos demais grupos (p>0,01).
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As amostradas tratadas com 25, 12,5 e 3,13 mg/mL foram
semelhantes entre si (p>0,05), apresentando em média 57% de
viabilidade celular para os dois primeiros grupos e 61% para o grupo de
3,13 mg/mL. Estes trés grupos apresentaram diminuicdo significativa em

sua viabilidade celular quando comparados ao grupo controle (p<0,01).

5.2.4 Stryphnodendron barbatimam Mart. (barbatiméo)

Estdo apresentados na Tabela 15 os valores referentes a
viabilidade celular das CMM do extrato natural de S. barbatimam Mart.

(barbatiméo) em relag&o ao grupo controle.

Tabela 15 - Viabilidade celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato natural
de S. barbatimam Mart. (barbatim&o)

Amostra CMM (mg/mL)

(n) 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56
1 76 63 57 90 65 59
2 82 66 58 96 65 61
3 83 66 60 97 67 61
4 84 66 61 99 68 68
5 85 67 65 100 68 71
6 86 69 66 101 70 71
7 87 70 66 108 73 72
8 88 74 67 108 75 72
9 88 75 67 115 75 74

10 89 75 67 117 76 74

11 89 76 72 126 83 77

12 91 78 72 130 83 79
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Na Tabela 16, seguem os valores médios + desvios-
padrdo e medianas para viabilidade celular das CMM (mg/mL) do extrato
de S. barbatimam Mart. (barbatim&o).

Tabela 16 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas para viabilidade
celular (%) das CMM (mg/mL) do extrato de S. barbatimam Mart.
(barbatiméao)

CMM 0 Média Desvio- | 0 0o Grupos .
(mg/mL) (%) padrao Homogéneos
Controle 12 100 0,00 100 A

50 12 86 4,05 86 B
25 12 70 4,96 70 C

12,5 12 65 4,91 66 C

6,25 12 107 12,48 104 A

3,13 12 72 6,27 72 C

1,56 12 70 6,46 72 C

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).

Houve diferenca estatistica significante (p<0,0001) entre
0s grupos tratados com concentracdes microbicidas do extrato natural de
S. barbatimam Mart. (barbatimao).

Apbs 24 horas de exposicado, os grupos tratados com
CMM do extrato natural de S. barbatimam Mart. (barbatimao)
apresentaram reducdo em sua viabilidade celular em comparacdo ao
grupo controle (p<0,01), exceto no grupo tratado com 6,25 mg/mL que
apresentou aumento de 7% em sua viabilidade (p>0,05). Em média, as
reducdes foram de 14% para o grupo tratado com 50 mg/mL, 28% para
3,13 mg/mL, 30% para 25 e 1,56 mg/mL, 35% para 12,5 mg/mL.

O grupo tratado com 6,25 mg/mL apresentou em média
viabilidade celular de 107%. Este grupo foi estatisticamente semelhante

ao grupo controle (p>0,05) demonstrando, desta forma, ser o grupo com o
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maior indice de viabilidade celular, e diferente significativamente dos
demais grupos tratados (p<0,01).

O grupo tratado com 50 mg/mL demonstrou viabilidade
celular de 86%, exibindo reducéo significativa de sua viabilidade, em
comparacado ao grupo controle (p<0,01). Este grupo experimental nao
apresentou semelhanca estatistica em relacdo aos demais grupos
tratados (p<0,01).

As amostras que receberam tratamento com 25, 12,5,
3,13 mg/mL e 1,56 mg/mL foram estatisticamente semelhantes entre si
(p>0,05), apresentando em média 70, 65, 72 e 70% de viabilidade celular,
respectivamente. Contudo, estes grupos exibiram significativa reducdo em

sua viabilidade celular em comparagé&o ao grupo controle (p<0,01).

5.3 Citotoxicidade dos extratos naturais pela producédo de citocinas
IL-18 e TNF-a

5.3.1 Produgéo de IL-13

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados da producéo
de IL-18 (pg/mL) nos sobrenadantes de culturas de macrofagos de
camundongo apos exposicdo de 24 horas as CMM de 100 mg/mL para
alcaguz (G. glabra L) e de 50 mg/mL para barbatiméo
(S. barbatimam Mart.), cavalinha (E. arvense L.) e roma (P. granatum L.) e
na Tabela 18 seguem os valores médios + desvios-padrdo e medianas

destes resultados obtidos.
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Tabela 17 - Producéo de IL-1B (pg/mL) por macrofagos de camundongo
apos exposicao de 24 horas as concentracdes dos extratos naturais

Amostra Grupos
(n) Controle ALC BAR CAV ROM
1 0,00 0,00 2,08 0,00 5,62
2 0,00 0,00 2,72 0,00 6,59
3 0,00 0,00 2,72 0,00 6,91
4 0,47 1,11 3,04 0,00 6,91
5 1,11 2,08 3,04 0,00 7,23
6 1,76 2,08 3,68 0,79 7,23
7 1,76 2,08 4,01 1,43 8,20
8 2,40 2,40 4,33 1,76 8,20
9 3,36 3,04 4,65 2,40 8,53
10 4,33 3,04 4,65 2,72 8,85
11 4,97 3,68 6,26 3,36 9,17
12 6,26 4,33 6,59 3,36 9,17

ALC (alcaguz, G. glabra L.); BAR (barbatimédo, S. barbatimam Mart.); CAV (cavalinha,
E. arvense L.); ROM (rom4, P. granatum L.).

Tabela 18 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas obtidos na
producdo de IL-1B (pg/mL) por macrofagos apés 24 horas de exposicdo
as concentracdes dos extratos naturais

CMM 0 Média | Desvio- Mediana Grupos )
(mg/mL) (pg/mL) | padrdo Homogeéneos
Controle 12 2,20 2,11 1,76 A

ALC 12 1,99 1,46 2,08 A

BAR 12 3,98 1,40 3,84 B

CAV 12 1,32 1,37 1,11 A

ROM 12 7,72 1,13 7,72 C

ALC (alcacuz, G. glabra L.); BAR (barbatimédo, S. barbatimam Mart.); CAV (cavalinha,
E. arvense L.); ROM (roma, P. granatum L.). *Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).
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Os grupos tratados com CMM do extrato natural de alcaguz
(G. glabra) e cavalinha (E. arvense L.) produziram em média 1,99 e
1,32 pg/mL de IL-1B respectivamente. As concentracdes encontradas
nestes dois grupos foram inferiores aquelas exibidas pelo grupo controle
(2,20 pg/mL), porém, sem diferenca estatistica significante (p>0,05).

O grupo tratado com a CMM do extrato natural de roma
(P. granatum L.) exibiu em média a maior producao de IL-1f (7,72 pg/mL)
em comparagao aos demais grupos tratados e também ao grupo controle
(p<0,01).

O grupo que recebeu tratamento com a CMM do extrato
natural de barbatimdo (S. barbatimam Mart.) produziu em média
3,98 pg/mL de IL-1B, desta forma, apresentou a segunda maior
concentracao desta citocina, em comparagao ao grupo controle (p<0,05) e
aos grupos tratados com extrato natural de alcaguz (G. glabra L.)
(p<0,05), cavalinha (E. arvense L.) (p<0,01) e roma (P. granatum L.)
(p<0,01).

5.3.2 Producao de TNF-a

Na Tabela 19 estdo demonstrados os valores obtidos na
producdo de TNF-a (pg/mL) por macréfagos apds o periodo de 24 horas
de contato com concentragcdes de 100 mg/mL do extrato de alcaguz
(G. glabra L.) e de 50 mg/mL dos extratos de barbatiméo
(S. barbatimam Mart.), cavalinha (E. arvense L.) e roma (P. granatum L.) e
na Tabela 20 seguem os valores médios * desvios-padrdo e medianas

destes resultados.
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Tabela 19 - Producdo de TNF-a (pg/mL) por macrofagos de camundongo
apos exposicao de 24 horas as concentracdes dos extratos naturais

Amostra Grupos
(n) Controle ALC BAR CAV ROM
1 28,95 2,82 0,00 0,00 0,00
2 31,66 3,32 0,00 0,00 0,00
3 32,26 3,83 0,00 0,00 0,00
4 32,87 4,33 0,00 0,00 0,00
5 35,89 4,58 0,00 0,00 0,00
6 40,45 4,58 0,00 0,00 0,00
7 40,75 4,58 0,00 0,00 0,00
8 43,19 508 0,00 0,00 0,00
9 47,48 5,59 0,00 0,00 0,00
10 51,17 5,84 0,00 0,00 0,00
11 57,98 6,09 0,00 0,00 0,00
12 60,79 8,37 10,15 9,90 0,00

ALC (alcaguz, G. glabra L.); BAR (barbatiméo, S. barbatimam Mart.); CAV (cavalinha, E.
arvense L.); ROM (rom@, P. granatum L.).

Tabela 20 - Valores médios, desvios-padrdo e medianas obtidos na
producdo de TNF-a (pg/mL) por macréfagos apos 24 horas de exposicao
as concentracdes dos extratos naturais

CMM 0 Média | Desvio- | \\ . Grupos .
(mg/mL) (pg/mL) padréo Homogeéneos
Controle 12 41,96 10,53 40,60 A

ALC 12 4,92 1,46 4,58 B

BAR 12 0,85 2,93 0,00 B

CAV 12 0,83 2,86 0,00 B

ROM 12 0,00 0,00 0,00 B

ALC (alcaguz, G. glabra L.); BAR (barbatimédo, S. barbatimam Mart.); CAV (cavalinha,
E. arvense L.); ROM (roma, P. granatum L.). *Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).
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Houve diferenca estatistica significativa (p<0,0001) entre
0S grupos experimentais.

Observou-se que o grupo controle produziu em média
41,96 pg/mL de TNF-a e as amostras tratadas com CMM dos extratos
naturais de E. arvense L.(cavalinha), G. glabra L. (alcacuz),
P. granatum L. (rom&) e S. barbatimam Mart. (barbatiméo) apresentaram
em média menores concentracdes desta citocina (p<0,01). Desta forma,
todos os grupos tratados foram significativamente diferentes do grupo
controle (p<0,01), no entanto, semelhantes entre si (p>0,05).

O extrato natural de roma (P. granatum L) inibiu
completamente a producdo de TNF-a. Evento ocorrido semelhantemente
nos grupos tratados com extrato natural de cavalinha (E. arvense L.), que
apresentou em meédia baixa produgdo da citocina, 0,83 pg/mL, e
barbatiméo (S. barbatimam Mart.) com producédo de 0,85 pg/mL de TNF-a.

As amostras tratadas com o extrato natural de alcaguz
(G. glabra L.) apresentaram em meédia a maior producdo de TNF-q,
4,92 pg/mL, mesmo assim, juntamente com 0s demais extratos naturais,
também demonstrou menor producdo da citocina, quando comparado ao

grupo controle (p<0,01).



6 DISCUSSAO

6.1 Atividade antimicrobiana de extratos naturais

6.1.1 Metodologia

Através do teste de microdiluicdo em caldo foi avaliada a
atividade antimicrobiana dos extratos naturais. Este teste € comumente
utilizado para determinar a susceptibilidade de microrganismos a agentes
antimicrobianos, podendo constatar a menor concentracao de tal produto
com capacidade de inibicdo do crescimento microbiano, chamada de
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (Tanigushi, Kubo, 1993). Trata-se
de um método de facil execucdo, econdbmico e com resultados rapidos
(NCCLS, 2002). Segundo Hadacek e Greger (2000) este método teve
maior sensibilidade a agentes antimicrobianos que o método de difusao
em agar, devido ao contato direto entre agente antimicrobiano, meio de
cultura e microrganismo.

Diversos estudos tem sido conduzidos em relacdo a
verificagdo da atividade antimicrobiana de produtos naturais como
extratos vegetais e 0Oleos essenciais de plantas, além de materiais
oriundos de atividade animal, como é o caso da prépolis, entre outros
materiais com possivel atividade antimicrobiana, além de investigacbes
cientificas utilizando-se apenas o principio ativo de plantas também tem
sido conduzidas por pesquisadores em inUmeros  paises
(Gupta et al., 2008; Bialonska et al., 2009; Graebin et al., 2010; Hayouni
et al., 2011, Pereira et al., 2011;). Em ambos os casos, o objetivo principal
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destes estudos foi a busca por métodos alternativos de controle de
microrganismos que possam causar infeccbes em seres humanos.

No presente estudo foi verificada a atividade
antimicrobiana dos extratos naturais de E. arvense L. (cavalinha),
G. glabra L. (alcaguz), P. granatum L. (romd) e S. barbatimam Mart.
(barbatiméo). A selecéo destes vegetais para os testes foi feita com base
em achados na literatura que comprovaram efetividade microbicida dos
extratos (Radulovic et al., 2006; Gupta et al., 2008; Al-Zoreky, 2009;
Pereira et al., 2011). Contudo, ndo foram encontrados resultados em
cepas isoladas de pacientes, por isso buscou-se analisar os efeitos
destes produtos naturais ndo somente em cepas-padrdo, mas também
em cepas clinicas, devido a variabilidade destes organismos,
pertencentes a mesma espécie, frente ao mesmo tratamento com agentes
naturais. No presente estudo foi comprovada diferencas em relacdo a
sensibilidade aos extratos naturais pelas cepas testadas (clinicas e
ATCC). Com isso, a acdo destes extratos foi testada em cepas
microbianas de S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata, uma vez que tais espécies estao associadas as
infeccdes na cavidade oral.

No presente estudo, 0s extratos apresentaram efetividade
sob todas as cepas testadas, entretanto, 0S microrganismos
demonstraram diferencas de comportamento em relagdo a sensibilidade
guando expostos a diferentes concentracdes destes produtos naturais.
Segundo NCCLS (2003) o efeito da concentracdo do extrato natural nos
microrganismos pode ser inativado por diversas enzimas, bem como pela
alteracao da absorcao ou efluxo destes agentes, além de alteracbes do

sitio-alvo destes produtos.
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6.1.2 Resultados

Neste estudo, as CMM do extrato natural de E. arvense L.
(cavalinha) ocuparam o intervalo entre 100 e 3,13 mg/mL. Observou-se
gue a concentracdo de 50 mg/mL foi a CMM que apresentou a melhor
efetividade para as cepas de S. aureus, S. epidermidis, C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata, com capacidade de eliminacdo de todas as
cepas. Em S. mutans, a CMM de 25 mg/mL foi capaz de eliminar todas as
cepas desta espécie, com este resultado observou-se que esta espécie
foi mais sensivel ao extrato natural de E. arvense L. (cavalinha) que as
demais testadas. Em relacdo as cepas ATCC, a mais sensivel foi a da
espécie de S. mutans, uma vez que, foi eliminada com 3,13 mg/mL, as
demais apresentaram eliminacdo com 25 mg/mL (S. epidermidis e C.
tropicalis) e 50 mg/mL (S. aureus, C. albicans e C. glabrata).

Estes resultados concordam com o estudo de
Radulovic et al. (2006) que verificaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de E. arvense L. e puderam notar a alta capacidade de
eliminacdo de bactérias e fungos, pelo método de disco-difusdo. O Oleo
essencial atuou sobre bactérias Gram-negativas, como
Salmonella enteritidis e Klebsiella pneumoniae formando respectivamente
zonas de inibicdo de 35 e 37 mm, contra a bactéria Gram-positiva
S. aureus (28 mm) e também contra os fungos C. albicans (23 mm) e
Aspergillus niger (25 mm). Segundo o0s autores, a atividade
antimicrobiana de E. arvense L. esta atribuida a presenca de diversas
substancias, dentre as quais se destacam o monoterpeno fendlico timol,
também descrito por Pattnaik et al. (1997) e Tepe et al. (2004).
Milovanovic et al. (2007) também constataram a sensibilidade de
microrganismos ao extrato hidroalcodlico de Equisetum spp. pelo método
de disco-difusdo. Segundo os autores, o extrato de Equisetum spp.

apresentou maior atividade antifingica, contra C. albicans e A. niger, que
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nistatina, e também comprovaram que C. albicans foi mais sensivel a
E. arvense L. que S. aureus, porém no nosso estudo houve sensibilidade
semelhante em relacdo a CMM capaz de eliminar 100% das cepas.

As CMM do extrato natural de G. glabra L. (alcaguz)
ficaram no intervalo de 100 a 12,5 mg/mL. Para eliminacéo de todas as
cepas de S. aureus, S. epidermidis e S. mutans foi necessério a utilizacédo
de 100 mg/mL do extrato, entretanto, para que 100% das cepas de
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata fossem eliminadas, a concentracéo
de 50 mg/mL foi suficiente. Estes resultados mostram que as cepas de
leveduras foram mais sensiveis ao extrato natural C (alcacuz) que as
bactérias. As cepas ATCC também apresentaram sensibilidades
diferentes: a 100 mg/mL (S. aureus), a 50 mg/mL (S. epidermidis,
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata) e a 12,5 mg/mL (S. mutans).

Neste estudo foi comprovada atividade antimicrobiana do
extrato de alcacuz (G. glabra L.) sob cepas bacterianas e fungicas, como
descrito por Gupta et al. (2007) e Pellati et al. (2009). Segundo
Gupta et al. (2007), compostos fitoquimicos como glabridina e
hispaglabridina B sdo os responsaveis pela atividade antimicrobiana do
extrato. Estes autores verificaram a atividade antimicobacteriana do
extrato etandlico de G. glabra L. (alcaguz) a 500 pg/mL contra cepas de
Mycobacterium tuberculosis, da glabridina (29,16 pg/mL) e de outras
fracbes etandlicas do extrato. Constataram também atividade
antibacteriana da glabridina em S. aureus (3,9 pg/mL), S. epidermidis
(7,5 pyg/mL) e S. mutans (7,5 pug/mL), como foi demonstrado no nosso
estudo pelo extrato natural G. glabra L. (alcaguz) sob estas espécies.
Pellati et al. (2009) também constataram acdo antifangica de um
composto de G. glabra L., o acido 18B-glicirretinico, contra cepas de
C. albicans isoladas de exsudato vaginal de pacientes com candidose
vulvovaginal. Os autores comprovaram que o0 acido exibiu elevada
inibicdo do crescimento das cepas, sugerindo ser uma alternativa para

tratamento topico deste tipo de candidose. Fukai et al. (2002) verificaram
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atividade da glabridina contra Helicobacter pylori e Wittschier et al. (2009)
constataram que o extrato aquoso de G. glabra L. (alcaguz) a 1 mg/mL
inibiu significativamente a ades&o desta bactéria em tecido estomacal
humano, além de demonstrarem elevada atividade antiadesiva contra
Porphyromonas gingivalis.

As CMM do extrato natural de P. granatum L. (roma)
oscilaram entre 100 e 3,13 mg/mL, no entanto, para que todas as cepas
das espécies testadas fossem eliminadas foi necessario o uso da CMM
de 50 mg/mL. Cepas de S. mutans demonstraram ser mais sensiveis ao
extrato, uma vez que, utilizando, no minimo, a CMM de 12,5 mg/mL
houve eliminacdo total das cepas. Para cepas de S. aureus e
S. epidermidis a concentragéo de 25 mg/mL foi a menor CMM que causou
morte de todos as cepas. As cepas de Candida spp. demonstraram menor
sensibilidade ao extrato, pois necessitaram da concentragdo de 50 mg/mL
para que ocorresse eliminacdo total dos isolados. Em relacdo as cepas
ATCC, a de S. mutans foi a mais sensivel, como CMM de 3,13 mg/mL,
seguida pela ATCC de S. epidermidis (12,5 mg/mL), S. aureus,
C. tropicalis e C. glabrata (25 mg/mL) e pela menos sensivel de
C. albicans (50 mg/mL).

Os resultados deste estudo demonstraram que houve
atividade antimicrobiana do extrato natural de P. granatum L. (roma),
concordando com estudos que comprovaram a efetividade de
P. granatum L. e seus constituintes em cepas microbianas, tais como
demonstrados por: a) Al-zorey (2009), que verificou a atividade
antimicrobiana da casca da fruta da roma (P. granatum L.) e determinou a
concentracdo de 2 mg/mL como sendo inibitéria para S. aureus e também
para MRSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente); b) Braga et al.
(2005), que constataram que o extrato de P. granatum L. (roma)
contribuiu para a inibicdo do crescimento de S. aureus e também da
producdo de enterotoxinas por MRSA, uma vez que para 0s autores

algumas cepas de MRSA apresentam genes para diversas enterotoxinas;
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c) Hayouni et al. (2011), que desenvolveram uma pomada a base do
extrato hidroalcoodlico de sementes de roméa com atividade antimicrobiana
contra diversos microrganismos dentre 0os quais estdo S. aureus e
C. albicans. Segundo Voravuthikunchai et al. (2005), a atividade
bactericida de P. granatum L. est4 associada a presenga do composto
fendlico tanino. Para Machado et al. (2003) e Naz et al. (2007), o
mecanismo pelo qual este composto fendlico afeta microrganismos esta
na reacdo com um grupo especifico presentes em proteinas (sulfidril).
Machado et al. (2002) atribuiram ao composto punicalagina a atividade
antimicrobiana de P. granatum L., quando testaram em cepas de MRSA
isoladas de pacientes hospitalizados, verificando que a concentracdo de
61,5 yg/mL foi inibitéria para aquelas cepas.

As CMM do extrato natural de S. barbatimam Mart.
(barbatimao) ficaram entre 100 e 1,56 mg/mL. As cepas de S. mutans
exibiram maior sensibilidade ao extrato, sendo eliminadas com a CMM de
3,13 mg/mL. Para que ocorresse eliminacdo de todas as cepas de
S. epidermidis foi necessario a utilizacdo da concentracdo de 12,5 mg/mL,
em cepas de S. aureus a CMM de 25 mg/mL foi eficiente. As cepas
fungicas demonstraram menor sensibilidade ao extrato, necessitando da
CMM de 50 mg/mL para se obter eliminacéo total das cepas. Em relacao
as cepas ATCC, a da espécie S. epidermidis foi a mais sensivel, sendo
eliminada com a CMM de 1,56 mg/mL, a da espécie S. mutans foi
eliminada a 3,13 mg/mL, as das espécies de S. aureus, C. albicans,
C. tropicalis foi a 25 mg/mL e a da espécie de C. albicans foi a 50 mg/mL.

Através desses resultados observou-se efetiva atividade
antimicrobiana do extrato de S. barbatimam Mart. (barbatim&o) sob as
cepas de bactérias e leveduras testadas, de acordo com os estudos de
Pereira et al. (2011) que verificaram a atividade antimicrobiana in vitro de
extratos de plantas medicinais brasileiras, inclusive barbatiméo
(Stryphnodendron spp.), sob patégenos da cavidade oral, tais como,

S. aureus, S. mutans, C. albicans e A. actinomycetemcomitans, atraves
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do teste de microdiluicho em caldo. Os autores constataram que
S. mutans apresentaram maior sensibilidade ao extrato, com CIM de
1 mg/mL e C. albicans a menor sensibilidade, com CIM de 4,25 mg/mL,
semelhantemente ao presente estudo que apresentou as cepas de
S. mutans como sendo as mais sensiveis ao extrato de barbatiméo e
C. albicans como as menos sensiveis, A. actinomycetemcomitans obteve
CIM de 4 mg/mL.

No estudo de Souza et al. (2007) sobre atividade
antimicrobiana do extrato seco de barbatim&o (Stryphnodendron spp.) foi
constatado o perfil bactericida do produto natural, pelo teste de
microdiluicdo em caldo, sob S. aureus e S. epidermidis, apresentando
como CMM 50 mg/mL e 75 mg/mL, respectivamente. No presente estudo,
foi encontrado valores menores de CMM que eliminaram 100% das
cepas, sendo 25 mg/mL para S. aureus e 125 mg/mL para
S. epidermidis. Souza et al. (2007) também produziram e utilizaram um
sabonete liquido contendo em sua férmula 100 mg/mL de extrato seco da
casca de barbatiméo (Stryphnodendron spp.) o que resultou em inibicao
de 93,33% para S. aureus e 86,66% para S. epidermidis, comprovando
atividade antisséptica do extrato de barbatiméo (Stryphnodendron spp.).

Ishida et al. (2006) estudando a influéncia do componente
tanino do barbatiméo (Stryphnodendron spp.) sob C. albicans atraves do
método de microdiluicho em caldo, observaram que concentracdes
fungicidas variaram entre 31,25 mg/mL e 1000 mg/mL, concluindo que tal
componente foi responsavel por afetar a integridade da parede celular da
levedura, diminuir a capacidade de aderéncia em células eucariontes,
inibir a formacdo de tubo germinativo e estimular a fagocitose por
macréfagos. No presente estudo houve eliminacdo de cepas de
C. albicans entre as CMM de 12,5 e 50 mg/mL com utilizacdo do extrato
natural de barbatimo.

Sumarizando, se fosse necessario a utilizacdo de apenas

uma concentracdo de cada extrato capaz de eliminar todas as cepas
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bacterianas e fungicas testadas neste estudo seria de 50 mg/mL para
E. arvense L. (cavalinha), P. granatum L. (romd) e S. barbatimam Mart.

(barbatimao) e de 100 mg/mL para G. glabra L. (alcaguz).

6.2 Citotoxicidade dos extratos naturais

6.2.1 Metodologia

Apos constatacdo das CMM dos extratos naturais de
E. arvense L. (cavalinha), G. glabra L. (alcacuz), P. granatum L. (romd) e
S. barbatimam Mart. (barbatiméo) foi verificada a acdo de tais produtos
naturais em culturas de macrofagos (RAW 264.7). Esta linhagem celular é
frequentemente utilizada em estudos que avaliam a citotoxicidade de
produtos apds periodo de exposicdo a estas substancias. RAW 264.7
também ¢é bastante utilizada nos estudos que visam quantificar a
producao de citocinas e outros mediadores ligados a reposta inflamatéria
(Xu et al., 2007; Yang et al., 2009; Koh et al., 2010).

Para o teste de citotoxicidade no presente estudo foi
utilizada a quantidade de 8 x 10° células/pogo, uma vez que, em testes
preliminares esta foi a quantidade mais satisfatoria de células viaveis para
realizacdo do teste definitivo.

Foi analisada a viabilidade celular ap6s exposicdo as
CMM dos quatro extratos naturais — determinadas no teste de atividade
antimicrobiana — pelo método de reducdo do MTT em formazina, devido a
sua facilidade operacional, agilidade na obtencdo dos resultados e por
verificar o percentual de células viaveis, em relacdo a sua atividade
metabolica apds periodo de exposicdo as concentracdes dos extratos

naturais. Esta atividade metabdlica ocorre nas mitocondrias de células



99

viaveis, sob acédo de desidrogenases mitocondriais que degradam o anel
tetrazélio do MTT, produzindo cristais insolaveis de formazina
(Mossman, 1983). Este método é comumente utilizado para verificacdo da
citotoxicidade de produtos (Schmalz et al., 2002; Kim et al., 2008;
Yan et al, 2009; Yang et al, 2009; Yoon et al, 2009;
Guerrero et al., 2011).

O periodo de exposicdo citado anteriormente se refere a
24 horas de contato célula — extrato, 0 mesmo descrito por Yan et al.
(2008) e Yang et al. (2009), além de ter sido o mesmo periodo de tempo
em que os extratos ficaram em contato com as cepas microbianas. Apos
este periodo, foi constatada reducéo de viabilidade nas culturas celulares
e em apenas um caso especifico foi verificado aumento de 7%, na
concentracdo de 6,25 mg/mL do extrato natural de S. barbatimam Mart.
(barbatiméo).

Os dados obtidos em espectrofotometria, diretamente
proporcionais a concentracdo de células sobreviventes, foram convertidos
em percentuais de viabilidade celular, em comparagédo ao grupo controle
considerado 100% viavel (Ferreira et al, 2010), desta forma, os dados
foram apresentados em relacdo aos percentuais de células sobreviventes

apos o periodo de exposicao.

6.2.2 Resultados

Esperava-se que as CMM de todos os extratos naturais,
capazes de eliminar 100% das cepas microbianas, apresentassem
viabilidade celular com percentuais préximos ao grupo controle ou no
minimo acima de 50% da viabilidade celular.

Nos grupos celulares tratados com diferentes

concentragbes dos extratos naturais foi observado diferencas no
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percentual de células sobreviventes. Esperava-se também que nos
grupos tratados com concentracdes mais baixas fossem obtidas maiores
percentuais de células viaveis e nos grupos tratados com concentragdes
mais elevadas o numero de células sobreviventes fosse reduzido, no
entanto, o que se percebeu foi uma variedade de situacdes, onde
concentracbfes mais baixas tiveram menores percentuais de ceélulas
sobreviventes, concentracbes mais elevadas apresentaram maiores
percentuais de viabilidade celular e concentracdes entre os dois extremos
ora apresentaram maior viabilidade ora menor viabilidade. Contudo,
constatou-se reducdo em praticamente todos os grupos tratados com
CMM, exceto naquele tratado com 6,25 mg/mL do extrato natural de
S. barbatimam Mart. (barbatimdo) ap6s 24 horas de exposicdo. Estas
observacdes estdo de acordo com o estudo de Ferreira et al. (2010) que
verificaram a viabilidade celular de antimicrobianos, como cloridrato de
ciprofloxacina, cloridrato de clindamicina e metronidazol, utilizados na
terapia endodéntica, através do método MTT. Os autores observaram que
apos 24 horas de contato tais produtos apresentaram citotoxicidade dose-
dependente, portanto, reducao da viabilidade celular das culturas.

Em relacdo a viabilidade celular do extrato natural de
E. arvense L. (cavalinha) observou-se que a concentragdo com maior
percentual de células sobreviventes foi a mais diluida, isto é, 3,13 mg/mL,
apresentando em média 87% de viabilidade celular, contudo esta
concentracao foi efetiva para apenas 30% das cepas de S. mutans e
nenhuma outra espécie. Testando a CMM mais efetiva contra todas as
cepas microbianas (50 mg/mL) observou-se que esta apresentou 0 menor
percentual de células sobreviventes (48%). Desta forma, verificou-se que
a concentragdo deste extrato mais efetiva contra as cepas microbianas foi
também citotdéxica. Semelhantemente foi observado no estudo de
Yoon et al. (2009) que o grupo tratado com a maior concentracdo do
extrato de Scutellaria baicalensis também apresentou maior

citotoxicidade. Os autores além de verificar a citotoxicidade do extrato
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aquoso de Scutellaria baicalensis em culturas de RAW 264.7, verificaram
também os efeitos anti-inflamatorios deste extrato através da inducéo a
producdo de citocinas por LPS. Eles testaram a citotoxicidade das
concentragbes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL do extrato de
S. baicalensis, através do método MTT, e constataram que houve
reducao de viabilidade apenas a 400 ug/mL.

O extrato natural de G. glabra L. (alcaguz) em sua CMM
mais efetiva, 100 mg/mL, apresentou em média o maior percentual de
células sobreviventes, com 79% de viabilidade celular, em comparacdo
aos outros grupos tratados. Com isso, observou-se que a CMM do extrato
de alcacuz com melhor efetividade contra todas as cepas microbianas
apresentou menor efeito citotoxico. Isso ocorreu semelhantemente no
estudo de Hsiung e Kadir (2011), em culturas de células Vero (linhagem
celular de rim de macaco verde africano, Cercopithecus aethiops), quando
0s autores testaram a citotoxicidade da fracdo acetato-etilica do extrato
natural de Leea indica, onde constataram que a concentracdo mais
elevada foi semelhante ao grupo controle (100% viavel), uma vez que
testaram as concentragdes de 10, 40, 60, 80, 100, 150 e 200 pg/mL.

Quanto ao extrato natural de P. granatum L. (roma) foi
observado que a CMM de 50 mg/mL, mais efetiva contra todas as
amostras microbianas, apresentou em média viabilidade celular de 76%.
O grupo tratado com a CMM de 6,25 mg/mL apresentou o maior
percentual de células sobreviventes, 98%, contudo, esta CMM foi capaz
de eliminar 90% das cepas de S. mutans, 50% de S. epidermidis e 20%
de S. aureus. Os resultados deste estudo demonstraram baixa reducéo
da viabilidade celular do grupo tratado com a CMM de 50 mg/mL, ou seja,
24%. Em contrapartida, Oliveira et al. (2009) verificaram que o extrato de
Punica granatum L. (romd) reduziu a viabilidade de linhagens K-562
(inhagem leucémica) e TAE (Tumor Ascitico de Ehrlich) em 50%.
Segundo os autores, em testes com cobaias (camundongos portadores

de TAE) a administracdo do extrato de folhas e frutos promoveu inibicéo
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significativa das células tumorais na cavidade abdominal de 31,2% e
45,1% respectivamente.

Em relacdo a viabilidade celular do extrato natural de
S. barbatimam Mart. (barbatimdo) foi constatado que a CMM de
50 mg/mL, com melhor acdo antimicrobiana contra todas as cepas dos
microrganismos, apresentou em meédia 86% de viabilidade celular.
Observou-se que o percentual de células sobreviventes em todos os
grupos tratados esteve acima de 50%, variando entre 65 a 107%.
Verificou-se que no grupo tratado com 6,25 mg/mL houve inducédo a
proliferacéo celular, aumentando em 7% sua viabilidade em comparacao
ao grupo controle, porém esta CMM foi efetiva para 40% dos isolados de
S. aurues e 90% de S. epidermidis. Quanto a inducdo a proliferacao
celular, Yoon et al. (2009) também observaram em seu estudo sobre a
viabilidade celular e efeitos anti-inflamatorios do extrato de S. baicalensis,
gue nas concentracfes crescentes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL houve
inducdo a divisdo celular, uma vez que, estes grupos apresentaram-se
com maior concentracdo de células em comparacdo ao grupo controle.

Na literatura ha inumeros estudos que verificaram a
citotoxicidade de produtos naturais de origem vegetal, através do
método MTT, em diversas linhagens celulares apés diferentes periodos
de contato. Yin et al. (2007) constataram citotoxicidade do extrato de
Sonchus oleraceus L. em culturas de NCI-N87 (linhagem de cancer
gastrico) com ICso entre 47,1 e 210,5 pg/mL. Com isso, os autores,
verificaram potencial atividade deste extrato contra tumores. Em 2008,
Silva et al. observaram atividade citotoxica do O6leo essencial de
Casearia sylvestris na linhagem de células tumorais HelLa, A-549 e HT-29,
com capacidade inibitéria de proliferacdo a 63,3, 60,7 e 90,6 ug/mL
respectivamente. Yan et al. (2008) constataram citotoxicidade do Oleo
essencial de Lindera strychnifolia em linhagens tumorais (A549, Hela e
Hep G2) com ICsp entre 22 e 38 ug/mL, sendo mais elevado para uma

linhagem ndo tumoral (HUVEC, célula endotelial da veia umbilical
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humana), com ICsy entre 126 e 163 pg/mL. Em 2009, Yang et al.
estudaram a capacidade de 260 extratos de plantas em inibir a producéo
de 6xido nitrico (NO) em culturas de RAW 264.7, apos estimulo com LPS.
Os autores constataram que extratos de 122 espécies apresentaram
inibicio de NO em 70% a concentracdo de 100 pg/mL. Também
verificaram que o numero de macrofagos que sofreram alteracdes pela
exposicdo a estes extratos ndo foi significativamente alterado e o
percentual de viabilidade celular das 122 espécies variaram entre 78,44%
e 137,70%, com isso, percebeu-se que alguns extratos estimularam a
diviséo celular.

George et al. (2010), estudando o efeito citotoxico de 56
extratos de 44 plantas da regido de Bangladesh, em culturas celulares de
tumores pancreatico, como Panc-1 (adenocarcinoma pancreatico), Mia-
Paca2 e Capan-1 e também em fibroblastos da linhagem Hs68,
observaram que os extratos de Petunia punctata, Alternanthera sessilis e
Amoora chittagonga foram citotoxicos para as linhagens tumorais com
ICs50 entre 20,3 e 31,4 pg/mL, 13,08 e 34,9 uyg/mL e 42,8 e 49 ug/mL,
respectivamente. Somente A. chittagonga demonstrou baixa
citotoxicidade em culturas de fibroblastos, com ICsg inferior a 100 pg/mL.
Kim et al. (2010), verificando a citotoxicidade dos extratos de plantas das
espécie Picrorrhiza kurrooa Royles, Coptis chinensis Franch (de diversas
origens) e Jeffersonia dubia Bent. et Hook, constataram que J. dubia
Bent. et Hook apresentou citotoxicidade com ICsy de 63 pg/mL e
analisando os extratos de C. chinensis Franch, oriundas de localidades
diferentes, observaram efeitos citotoxicos semelhantes entre eles com
ICso de 135 a 149 ug/mL. Diante destes resultados os autores
constataram que 0s extratos vegetais provenientes de localidades
diferentes variaram suas atividades biologicas. Odabas et al. (2011),
verificaram a citotoxicidade de Ankaferd Blood Stopper, um agente
hemostéatico derivado de diferentes plantas como Thymus vulgaris,

G. glabra, Vitis vinifera, Alpina officinarum e Urtica didica, e constataram
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gue tal agente foi citotoxico para culturas de firoblastos da polpa dental
humana. Os autores verificaram que quanto maior a concentracao do
extrato menor a densidade Optica dos grupos analisados por
espectrofotometria. Unlu et al. (2010), testando a citotoxicidade do Oleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum Blume em culturas de
5RP7 (fibroblastos de embrides) e F2408 (fibroblasto de embrides de
ratos) verificaram que houve citotoxicidade com ICsq inferior a 20 pg/mL
nas duas linhagens celulares.

Em 2011, Guerrero et al., apds analisarem o extrato de
tomate frente a culturas de HT-29 (linhagem tumoral), observaram que
houve inibicio de 50% do crescimento das células de cancer a
concentracdo de 62,5 ug/mL na fracdo diluida em éter e 87 ug/mL na
fracdo digerida, onde o extrato de tomate foi homogeneizado com agua
destilada e 4cido ascorbico.

Ravikumara et al. (2011), apdés constatarem atividade
antiviral do extrato de Phyllanthus amarus contra a replicacdo do virus da
Hepatite C, verificaram que o extrato em culturas de Huh7 (linhagem de
carcinoma hepatocelular) ndo foi citotéxica, uma vez que, 0s percentuais
de toxicidade estiveram abaixo de 10%. Diante destes achados, onde
houve atuacdo dos Oleos essenciais ou extratos naturais em linhagens
tumorais celulares, nota-se a importancia da continuidade dos estudos
com plantas medicinais, uma vez que possam contribuir para o
desenvolvimento e aplicacdo de métodos alternativos, porém com
efetividade cientificamente comprovada, que possam controlar ou eliminar
células tumorais. Estudos in vivo, também devem ser conduzidos neste
mesmo sentido, inicialmente com cobaias e posteriormente em humanos.

Contudo, o estudo da citotoxicidade de extratos de
plantas correlacionado com sua acdo antimicrobiana € muito importante
para direcionar sua aplicacdo clinica em diversas areas da saulde,
incluindo a odontoldgica, como em enxaguatorios bucais, dentifricios,

irrigantes do canal radicular, medicagéo intracanal, entre outras. Assim,
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analisando somente a viabilidade celular, pode-se perceber que o extrato
de cavalinha foi o Unico que na CMM efetiva para todas as cepas
microbianas avaliadas apresentou importante citotoxicidade, com
viabilidade celular inferior a 50%. Os demais extratos, na CMM efetiva
para todos os microrganismos analisados, foram considerados com baixo
potencial citotoxico, pois apresentaram viabilidade celular superior a 50%,
sendo de 86% para barbatiméo, 79% para alcacuz e 76% para roma, de
modo que estes extratos podem ser promissores para aplicacao

antimicrobiana.

6.3 Producéo de citocinas em culturas de macroéfagos

6.3.1 Metodologia

A citotoxicidade dos extratos naturais de E. arvense L.
(cavalinha), G. glabra L. (alcaguz), P. granatum L. (romd) e
S. barbatimam Mart. (barbatimdo) também foi verificada quanto a
producéo de citocinas pré-inflamatoérias (IL-18 e TNF-a) pelas culturas de
macrofagos de camundongo (RAW 264.7) (Matsui et al., 2009; Koh et al.,
2010) ap6s o periodo de contato de 24 horas (Kim et al. (2008).

No presente estudo, as células foram expostas as CMM
pré-determinadas nos testes de atividade antimicrobiana e posteriormente
no teste com MTT. Assim, foram utilizadas as concentragdes com
capacidade de eliminacdo de 100% das cepas microbianas, no intuito de
verificar se as CMM mais efetivas, em relacdo a eliminacdo de cepas
microbianas, poderiam ser também citotoxicas, seja na reducdo da

viabilidade celular ou na producéo de citocinas.
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Para quantificacdo de IL-1 e TNF-a foram utilizados os
kits para reacdo de ELISA do fabricante R & D System (Minneapolis,
EUA), pois vérios estudos publicados em periédicos internacionais com
seletiva politica editorial utilizam estes kits para dosar citocinas (Park et
al., 2005; Sheeja, Kuttan, 2010; Shih et al., 2010;).

6.3.2 Resultados

Neste item buscou-se comparar a producdo de IL-18 e
TNF-a por culturas de macrofagos (RAW 264.7) apds estimulo com as
CMM dos extratos naturais, no caso dos grupos tratados, ou sem
estimulo, como ocorrido no grupo controle. Entretanto, as discussdes
foram feitas levando em consideracdo os niveis das duas citocinas
produzidos por um determinado extrato.

O comportamento das culturas celulares foi diferente
guanto a producdo das citocinas apés o periodo de exposicdo as CMM
dos extratos naturais. Nos grupos controle (sem estimulo ativador)
também houve discrepancia na producao basal de citocinas, uma vez que
a quantificacdo de IL-1B foi em média 2,20 pg/mL e de TNF-a foi em
média de 41,96 pg/mL. No estudo de Kim et al. (2011), sobre o efeito
protetor do extrato de Chrysanthemum indicum Linn. em culturas de
BV-2 (microgliécitos com elevado poder fagocitario do sistema nervoso),
0s autores observaram que o nivel basal de TNF-a, IL-1B e IL-6, sem
estimulo, estava em 110,10, 17,85 e 238,46 pg/mL, respectivamente, e
apos 24 horas de estimulo com LPS o0s niveis destas citocinas
aumentaram 17,28, 16,36 e 12,89 pg/mL, respectivamente, no entanto,
guando aplicaram o extrato natural de C. indicum Linn. na concentragao
de 100 ug/mL constataram inibicdo da producdo de TNF-a, IL-13 e IL-6
em 82,39, 77,46 e 86,73% respectivamente.
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Em relacdo aos grupos tratados com CMM do extrato
natural de alcaguz (G. glabra L.), observou-se que a producdo de TNF-a
(4,92 pg/mL) foi superior a producéo de IL-18 (1,99 pg/mL). Sheeja e
Kuttan (2010), também verificaram em seu estudo niveis de TNF-a mais
elevados que niveis de IL-1B. Estes autores utilizaram o extrato natural de
Andrographis paniculata e seu componente andrografolida para verificar a
resposta imune mediada por células em animais com tumores
metastaticos. Constataram que no sétimo dia apds a inducdo tumoral, o
grupo de animais com tumor metastatico apresentou elevado nivel de
IL-18 (32,1 pg/mL), uma vez que consideraram 17,8 pg/mL como nivel
normal. Apdés administracdo de 10 mg/dose/animal do extrato de
A. paniculata e 500 pg/dose/animal do composto andrografolida, os
autores verificaram que houve reducdo dos niveis desta citocina no
mesmo dia para 26 pg/mL, no caso do extrato, e 27,6 aplicando o
composto. No 21° dia observaram elevacdo dos niveis da citocina,
53,6 pg/mL, no grupo nado tratado, entretanto, no grupo tratado,
verificaram significativa reducao apos utilizacdo do extrato, 19,89 pg/mL,
e do composto, 23,7 pg/mL. Quanto aos niveis de TNF-a, os autores
puderam verificar que, no sétimo dia apés inducdo tumoral, estiveram
elevados no grupo controle (262,1 pg/mL), comparados a niveis normais
desta citocina (20 pg/mL), e apos utilizacdo do extrato de A. paniculata
constataram reducdo de TNF-a para 1455 pg/mL e através da
andrografolida, 153,3 pg/mL, no mesmo dia. No 21° apés a inducéo
tumoral, observaram que no grupo nédo tratado o nivel desta citocina
apresentou pico de 630,8 pg/mL e no grupo tratado reducdo pela
administracao do extrato (65,4 pg/mL) e da andrografolida (153,3 pg/mL).
No presente estudo, o extrato de alcaguz apresentou producéo de TNF-a
significativamente menor que o grupo controle e producdo de IL-1B
estatisticamente semelhante ao controle, de modo que, considerando
estes dois parametros, o extrato de alcacuz ndo apresentou

citotoxicidade. Assim, torna-se interessante ampliar os estudos com
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relacdo a seu possivel potencial anti-inflamatério em cultura celular
ativada por LPS, a fim de demonstrar além de sua acdo antimicrobiana
sua possivel acdo anti-inflamatéria, o que ampliard a utilizacdo
terapéutica do alcaguz nas diversas areas da saude.

Quanto aos grupos tratados com CMM do extrato natural
de barbatimdo (S. barbatimam Mart.), os niveis de IL-1B (3,98 pg/mL)
foram mais altos que os niveis de TNF-a (0,85 pg/mL). Diferentemente
das observacdes do estudo de Kim et al. (2010) sobre a citotoxicidade
dos extratos de Picrorrhiza kurrooa Royles, Coptis chinensis Franch
(oriundos de diversas localidades) e Jeffersonia dubia Bent. et Hook, onde
os autores verificaram o efeito anti-inflamatério destes extratos através da
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-6, TNF-a) em culturas
de RAW 264.7 estimuladas por LPS. Os resultados de sua pesquisa
demonstraram que o0s extratos de C. chinensis Franch inibiram
completamente a producéao de IL-1a, apds estimulo com LPS e reduziram
a sintese de IL-6, TNF-a de 10 a 70%. Entretanto, P. kurrooa Royles
demonstrou baixa reducdo de citocinas. Constataram também que nos
grupos tratados com J. dubia Bent. et Hook, houve reducdo da secrecéo
de IL-1a, porém aumento da producdo de TNF-a e IL-6. Com isso, 0s
autores concluiram que os extratos de C chinensis Franch apresentaram
boa atividade anti-inflamatoéria, uma vez que, inibiram a producdo de
citocinas e por outro lado o extrato de P. kurrooa Royles foi pouco efetivo,
nado apresentando atividade anti-inflamatéria.

Trabalhando com extrato etanodlico de Boerhaavia diffusa,
Mehrotra et al. (2002) observaram que tal planta medicinal apresentou
capacidade de inibir a secrecédo de IL-2 e TNF-a em culturas de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) através da concentracao de
10 pg/mL apés estimulo com LPS e fitohemaglutinina. Shih et al. (2010)
estudando o extrato de Euphorbia hirta L. a 0,1 yg/mL verificaram que tal
extrato foi capaz de inibir a producdo de IL-6 e TNF-a em culturas de

macrofagos apos terem sido estimuladas por LPS. Contudo, no presente
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estudo a proposta inicial ndo era avaliar o potencial anti-inflamatorio dos
extratos e sim seu potencial citotoxico, de modo que, em comparacao
com o0 grupo controle, o extrato de barbatimdo apresentou valores
significativamente menores de TNF-a, demonstrando, por este parametro,
baixo efeito citotoxico. Por outro lado, em relacédo a IL-1B, o extrato de
barbatimdo apresentou valores significativamente maiores que o controle,
demonstrando, por este parametro, maior efeito citotoxico. Assim, estudos
futuros devem ser realizados com o intuito de analisar o real potencial
anti-inflamatério do barbatiméo em cultura celular ativada por LPS.

Em relagdo aos grupos tratados com CMM de roma
(P. granatum L.), houve plena inibicdo de producéo de TNF-a, no entanto,
foi observada producdo de 7,72 pg/mL de IL-1B8. Jung et al. (2006)
constataram a capacidade do extrato metanolico de roma (P. granatum L.)
de inibir a producdo de TNF-a em culturas celulares estimuladas por LPS.
Park et al. (2005), estudando a atividade anti-inflamatoria de plantas
medicinais, verificaram que em culturas de RAW 264.7 houve inibicdo da
secrecdo de TNF-a em 74%, utlizando o extrato natural de
Forsythia suspense (Thunb.) Vahl a 2,0 mg/mL, entretanto, aplicando o
extrato Lonicera japonica Thunb., observaram inibicdo acima de 70%
utilizando esta mesma concentracdo. Os autores verificaram também que
0 extrato de Houttuynia cordata Thunb. inibiu a secrecédo desta citocina a
concentragao de 0,0625 e 0,125 mg/mL, e constaram ainda que o extrato
de Glycyrrhiza uralensis Fisch obteve o percentual de inibicdo de TNF-a
em 30% a 0,0625. Desta forma, concluiram que o extrato de F. suspense
foi o extrato com maior capacidade de inibir a secrecdo de TNF-a. Ja com
relacdo a producdo de IL-1B, no presente estudo o extrato de roma
induziu produgé&o significativamente superior ao controle, o que, por este
parametro, aumenta seu potencial citotoxico, sendo interessante ampliar
os estudos de citotoxicidade com este extrato e outras citocinas, incluindo
analise de seu possivel potencial anti-inflamatério na presenca de LPS, a

fim de obter resultados mais conclusivos.
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Os grupos tratados com CMM de cavalinha expressaram
valores de IL-1B e TNF-a semelhantes, isto €, 1,32 pg/mL para IL-1 e
0,83 pg/mL para TNF-a. Com relagdo ao controle, o extrato de cavalinha
apresentou producdo semelhante de IL-13 e producao significativamente
menor de TNF-a. Este fato, dos niveis de citocinas serem maiores em
grupos controle que em grupos tratados, também foi observado por
Lee et al. (2011) em seu estudo, onde constataram reducao dos niveis de
citocinas em grupos apoés tratamento. No estudo de Lee et al. (2011) os
efeitos antiasmaticos do extrato de Petasites japonicus, foram verificados
pela quantificacdo de IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, e TNF-a em culturas de
Jurkat, uma linhagem celular imortalizada de linfécito T, e IL-6, IL-8 e
MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos-1) em culturas de THP-1
(linhagem monocitica leucémica). Os autores utilizaram o extrato de acaro
para estimular as células a produzirem as citocinas e o extrato de
P. japonicus foi utilizado para testar sua capacidade inibitéria contra a
producdo delas. Os resultados indicaram que o extrato de P. japonicus
apresentou efeito anti-inflamatério, devido ter diminuido a producéo das
citocinas apods inducdo pelo extrato de &caro. Como mencionado
anteriormente, o objetivo principal do presente estudo né&o foi avaliar o
potencial anti-inflamatorio dos extratos e sim seus possiveis efeitos
citotoxicos. Assim, de acordo com os resultados obtidos da producédo de
citocinas, o extrato de cavalinha apresentou baixo potencial citotoxico,
entretanto, foi o extrato que na CMM efetiva para todas as cepas
microbianas avaliadas, apresentou a menor viabilidade celular (48%).

Contudo, de acordo com todos o0s parametros de
citotoxicidade avaliados neste estudo, o extrato de alcaguz, na CMM
efetiva para todas as cepas, foi 0 que apresentou menor citotoxicidade,
com producdo de citocinas semelhante ou menor que o controle e
viabilidade celular em torno de 80%. Assim, € bastante promissora a
utilizacdo antimicrobiana deste extrato nas diversas areas da saulde,

incluindo a odontolégica, como em enxaguatérios bucais, irrigantes dos
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canais radiculares, entre outras. No entanto, todos os extratos avaliados
devem ter seus estudos ampliados, especialmente no que se refere ao
possivel efeito anti-inflamatorio, a fim de ampliar a utilizacédo terapéutica

destes fitoterapicos.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste estudo,

pode-se concluir que:

a) Todos o0s extratos naturais avaliados,
E. arvense L. (cavalinha), G. glabra L. (alcaguz),
P. granatum L. (romd), S. barbatimam Mart.
(barbatimao), apresentaram atividade antimicrobiana
sobre cepas padrdo e clinicas de S. aureus,
S. epidermidis, S. mutans, C. albicans, C. glabrata

e C. tropicalis;

b) A eliminacdo total das cepas microbianas
ocorreu com a CMM de 50 mg/mL para os extratos
naturais de E. arvense L. (cavalinha), P. granatum L.
(romd@) e S. barbatimam Mart. (barbatiméo) e a
100 mg/mL para o extrato natural de G. glabra L.

(alcaguz);

c) Com relacdo a citotoxicidade, o extrato de
E. arvense L. (cavalinha) foi mais citotdxico, com
viabilidade celular inferior a 50%, entretanto, com
baixa produgdo de citocinas. Os extratos de
S. barbatimam Mart. (barbatimédo), G. glabra L.
(alcaguz) e P. granatum L. (roma) foram menos

citotoxicos, com viabilidade celular superior a 75%,
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no entanto, os extratos de P. granatum L. (romd) e
S. barbatimam Mart. (barbatimdo) apresentaram
maior producdo de IL-1B. Sendo assim, de acordo
com os parametros de citotoxicidade avaliados, o
extrato de G. glabra L. (alcacuz) foi o menos

citotoxico.
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