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Higa KC. Atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade dos extratos
glicolicos de Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori (alcachofra),
Myracrodruon urundeuva Allemao (aroeira-do-sertdo) e de Camellia
sinensis (L.) Kuntze (cha verde) [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

A baixa citotoxicidade e acdo anti-inflamatéria sdo caracteristicas
interessantes para enxaguatérios bucais, dentifricios € medicamentos de
uso odontolégico. Sendo assim, € necessario avaliar estas propriedades
nos extratos glicélicos vegetais que podem ser ingredientes das
formulacbes desses produtos. O presente estudo avaliou as seguintes
atividades biolégicas para cada um dos extratos glicélicos de Cynara
cardunculus var. scolymus (L.) Fiori (alcachofra), Myracrodruon
urundeuva Allem&o (aroeira-do-sertdo) e Camellia sinensis (L.) Kuntze
(cha verde) em culturas de macrofagos de camundongo (RAW 264.7)
pelo tempo de exposicdo de 5 min e 24 h: a) atividade citotdxica pelo
método do MTT em 11 diluicdes seriadas, sendo que a concentracao
inicial dos extratos foi de 200mg/mL. b) atividade anti-inflamatéria, ap6s
estimulo com lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli pelo método
ELISA quantificou IL-1B, TNF-a e IL-10. Os resultados foram analisados
estatisticamente por ANOVA e teste de Tukey, com p < 5%. A
citotoxicidade dos extratos foi dose e tempo dependentes. No tempo de
exposicao de 5 min, o extrato de alcachofra apresentou citotoxicidade na
concentracdo de 200 mg/mL. No tempo de exposicdo de 24 h, o cha
verde apresentou citotoxicidade nas concentracdes = 50 mg/mL, aroeira-
do-sertdo estimulou a proliferacdo de macro6fagos na concentracao de
0,39 mg/mL a 12,5 mg/mL e a alcachofra apresentou citotoxicidade nas
concentragbes = 12,5 mg/mL. O extrato de cha verde apresentou
potencial anti-inflamatério na concentracdo de 12,5 mg/mL e foi dose
dependente, promovendo diminuicdo da producdo de citocinas pré-
inflamatéria, como IL-18 e TNF-a. A aroeira-do-sertdo apresentou agao
imunopotenciadora na concentracdo de 12,5 mg/mL no tempo de
exposicdo de 24 h. Com relagédo a alcachofra ha necessidade de novos
estudos para identificar sua agdo imunomoduladora.

Palavras-chave: Acédo anti-inflamatéria de extratos glicolicos.
Citotoxicidade. Alcachofra. Aroeira-do-sertdo. Cha verde. RAW 264.7.



Higa KC. Anti-inflammatory activity and cytotoxicity of glycolic extracts of
Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori (artichoke), Myracrodruon
urundeuva Allemdo (pepper tree) and Camellia sinensis (L.) Kuntze
(green tea) [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of
Science and Technology, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2016.

ABSTRACT

The low cytotoxicity and anti-inflammatory action are interesting features
for mouthwashes, toothpastes and dental medication. Therefore, it is
necessary to evaluate these properties in plant glycolic extracts which can
be ingredients of the formulation of these products. This study evaluated
the following biological activities for each of the glycolic extracts of Cynara
cardunculus var. scolymus (L.) Fiori (artichoke), Myracrodruon urundeuva
Allemao (pepper tree) and Camellia sinensis (L.) Kuntze (green tea) in
mouse macrophage cultures (RAW 264.7) by the exposure time of 5 min
and 24 h. a) cytotoxicity by MTT method in 11 serial dilutions, the initial
concentration of the extracts was 200 mg/mL. b) Anti-inflammatory activity
after stimulation with lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli was
performed by immunoenzymatic test (ELISA) using specific antibodies to
quantify IL-18, TNF-a and IL-10. The results were subordinated to
statistical analyses (ANOVA and Turkey test), with p < 0,05. The
cytotoxicity of the extracts was dependent on dose and time. At 5 min
exposure time, artichoke extract showed cytotoxicity at a concentration of
200 mg/mL. At 24 h exposure time, green tea showed cytotoxicity at the
concentrations = 50 mg/mL, pepper tree stimulated the proliferation of
macrophages in the concentrations of 0,39mg/mL to 12.5 mg/mL and
artichoke showed cytotoxicity at the concentrations = 12.5 mg/mL. Green
tea extract showed anti- inflammatory potential at a concentration of 12.5
mg/mL and was dependent on dose, promoting a decrease production of
pro-inflammatory cytokines as IL-18 and TNF-a. Pepper tree presented
immunopotentiating action at a concentration of 12.5 mg/mL at 24 h of
exposure time. Regarding artichoke, there is a need for further studies to
identify their immunomodulatory action.

Keywords: Anti-inflammatory activity of glycolic extract. Cytotoxicity.
Artichoke. Pepper tree. Green tea. RAW 264.7.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento tradicional de plantas medicinais para
fins terapéuticos € amplamente utilizado, mas, para que seu uso seja
seguro, ha necessidade de pesquisas para avaliar suas propriedades
terapéuticas e suas possiveis acdes tdxicas para 0 organismo vivo.
Assim, o conhecimento tradicional de plantas medicinais se aliado a
pesquisa cientifica podem potencializar a producdo de novos
medicamentos e dentifricios.

O enxaguatoério bucal e/ou dentifricio ideal apresenta
propriedades como baixa citotoxicidade e acédo anti-inflamatéria. Sendo
assim, & necessario avaliar estas propriedades nos extratos glicélicos
vegetais que fardo parte da formulacao de produtos de uso odontolégico.

De acordo com a literatura (Zapolska-Downar et al.,
2002; Zhu et al., 2005; Figueredo et al., 2014), pode-se verificar que
existem muitos estudos que utilizam extratos alcodlicos de diversas
plantas. Em 2002, Reis et al. verificaram o efeito genotdxico do etanol em
células da mucosa bucal pelo aumento de micronucleos em células
esfoliadas da lingua no grupo de individuos expostos ao etanol em
relagdo ao grupo controle. Assim, o alcool pode agredir as células da
mucosa bucal, sendo, portanto, de interesse analisar extratos vegetais
livres de alcool, como os extratos glicélicos que possuem propilenoglicol
como veiculo.

Existe no mercado alguns enxaguatoérios bucais sem
alcool como Colgate Plax ® e Listerine Zero ®, ambos contém na
formulagdo propilenoglicol. Este € muito usado como carreador para
emulsificantes e veiculo para flavorizantes preferencialmente ao etanol,

pois impede a volatilizacao e fornece um aroma mais estavel (Rowe et
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al., 2003). O propilenoglicol € encontrado também em formulagdes de
cosmeéticos. Esta substancia é um fluido incolor, viscoso, apresenta baixa
toxicidade sendo soluvel tanto em agua como em alcool. Além disso, o
propilenoglicol apresenta baixo potencial de sensibilizagdo da pele
(Lessmann et al., 2015). Assim, o propilenoglicol presente nos extratos
glicolicos vegetais pode ser empregado em formulacbes de
medicamentos e dentifricios sem apresentar risco a saude.

Ha varias formulagcdes de enxaguatoérios bucais, estes
produtos sdo importantes para prevenir o surgimento da céarie e da
gengivite juntamente com a escovagdo, mas ndo ha no mercado
enxaguatoérios contendo extratos glicélicos vegetais.

Os extratos glicélicos escolhidos para o presente estudo
foram das seguintes espécies vegetais: Camellia sinensis (L.) Kuntze
(cha verde), Myracrodruon urundeuva Allemao (aroeira-do-sertdo) e
Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori (alcachofra), sendo que esta
ultima pertence a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) (Brasil, 2009).

Chéa verde, obtida das folhas da Camellia sinensis (L.)
Kuntze, € um dos chas mais consumidas no mundo. A obtencdo do cha
verde é a partir das folhas ndo oxidadas desta espécie. O cha verde é
amplamente empregado em varias formulagdes de cosméticos, alimentos
funcionais e fitoterapicos.

O cha preto é originado das folhas oxidadas da Camellia
sinensis , muito consumido como alimento. Tanto o cha verde como o
cha preto é originado das folhas da Camellia sinensis, mas apresentam
constituintes quimicos diferentes. O cha verde tem atividade anti-
inflamatéria maior que o cha preto e igual a indometacina em ratos com
artrite reumatoide (Ramadan et al., 2015). Um estudo clinico
randomizado em pacientes com periodontite sobre o efeito da pasta de
dente com 1,4% do extrato de cha verde observou que este pode servir
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como um coadjuvante terapéutico para tratamento da periodontite (Hrishi
et al., 2015).

Varios estudos sobre o cha verde sugerem sua agao anti-
inflamatéria (Choi et al., 2014; Hrishi et al., 2014; Ramadan et al., 2015;
Marinovic et al., 2015; Cyboran et al., 2015; Chen et al.,, 2015),
antioxidante (Ramadan et al., 2015; Cyboran et al, 2015) e
antimicrobiana (Zhao et al., 2013; Radji et al., 2013; Antunes et al.,
2014). Tais acgdes foram estudadas tanto in vitro quanto in vivo,
utilizando diversos derivados vegetais como extrato seco, extrato aquoso
e extrato alcoolico, mas sdo escassos os estudos sobre a agdo anti-
inflamatéria em extratos glicélicos do cha verde.

Myracrodruon urundeuva Allemao, muito conhecida como
aroeira-do-sertdo é uma espécie nativa do cerrado brasileiro. Em um
estudo sobre plantas medicinais de Pernambuco observou que os
extratos de aroeira-do-sertdo apresentaram indicacoes terapéuticas
abrangentes como: acao anti-inflamatéria e expectorante, pode ainda ser
usado para tratamento de gonorréia, Ulceras bucais e doencas nas
gengivas (Saraiva et al., 2015).

Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori. conhecida
popularmente como alcachofra é uma espécie perene e herbacea, nativa
da regido mediterranea. Desde tempos antigos é apreciado como um
prato saboroso com propriedades benéficas para saude. A alcachofra
contém substancias com acgado antioxidante (Zapolska-Downar et al.,
2002; Durazzo et al., 2013; Gurel et al.,2013; Fissore et al., 2014), anti-
inflamatérias (Zapolska-Downar et al.,2002; Yasukawa et al., 2010; Gurel
et al., 2013; Tanaka et al., 2013) e antimicrobiana (Zhu et al, 2004, 2005).
Além disso, o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira
assinala que a infusdo de suas folhas secas deve ser usada via oral
como antidispéptico, colerético e colagogo (Brasil, 2015).

Diante dos estudos promissores dos extratos vegetais

obtidos dessas trés espécies de plantas medicinais, ainda sao poucas as
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pesquisas sobre extratos glicdlicos vegetais. Assim, ha um grande
interesse em avaliar a citotoxicidade e acdo anti-inflamatéria desses
extratos para sua aplicagdo na area odontolégica em diferentes

formulacoes terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Macroéfagos e citocinas

Os macréfagos sao células originadas dos mondécitos e
estdo presentes no tecido conjuntivo ou parénquima de 6rgaos, podendo
viver por meses a anos. Estas células fazem parte do sistema imune e
estdo envolvidas tanto na inflamacdo aguda quanto na inflamagao
crénica.

A inflamacao pode ser induzida por estimulos enddégenos
ou exdgenos, como o lipopolissacarideo (LPS), e promove que as células
do sistema imune, macroéfagos, produzam e liberem mediadores quimicos
como as citocinas para atuar na defesa do organismo ao estimulo (Mota
et al., 2015).

Uma vez que os macréfagos sao estimulados pelo LPS
presente na parede externa das bactérias gram-negativas, eles liberam
citocinas proé-inflamatérias com IL-1B e TNF-a e citocinas reguladoras anti-
inflamatérias com IL-10. Além disso, essas células sdo capazes de
fagocitar os patégenos e atuar como células apresentadoras de antigenos
para potencializar a ativacao de linfocitos T.

TNF-a é produzida principalmente por macréfagos, mas
esta citocina pode ser produzida por outras células também. E uma
proteina de fase aguda, que inicia a producdo de uma cascata de
citocinas , pode aumentar a permeabilidade vascular e o recrutamento de
novos macréfagos e neutréfilos para o local de uma infecgdo (Jorjao,
2012). Assim, os macréfagos sao células importantes na resposta imune
que desencadeia um processo inflamatério (Tong et al., 2015)
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IL-1B participa da resposta do hospedeiro a uma invasao
de um micrébio, lesdo tecidual e em doencas autoimune, esta citocina
pode ser produzida por varios tipos de células e principalmente por
macréfagos (Nootash et al., 2013).

IL-10 € uma citocina regulatéria e multifuncional que
apresenta acao imunossupressora. A principal funcéo da IL-10 parece ser
na regulagdo da resposta inflamatéria, reduzindo a destruicdo do
hospedeiro induzida por uma resposta inflamatoéria excessiva. Além disso,
a IL-10 bloqueia receptores de quimiocinas, inibe o efeito de citocinas pré-
inflamatérias e inibe ativacao de macréfagos (Nootash et al., 2013).

Assim um determinado estimulo aos macréfagos pode
apresentar efeitos imunomoduladores, ou seja, modificar ou regular uma
ou mais fungdes do sistema imune e promover a secrecao de citocinas

pré e anti-inflamatérias (Estéve et al., 2016).

2.2 Plantas e fitoterapicos

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos é tao
antiga quanto a civilizagdo humana. O Brasil é o pais com a maior
biodiversidade genética vegetal do mundo. A biodiversidade € a
variedade que ha entre os organismos vivos e as complexidades
ecologicas nas quais elas ocorrem. Nas florestas tropicais, que
correspondem a 7% da superficie da terra, ha concentracdo de mais da
metade das espécies vegetais. Diante de tamanha variedade de flora, ha
poucas pesquisas que aplicam plantas medicinais a producdao de
farmacos. No Brasil, a importacdo de medicamentos gira em torno de
84% dos farmacos, sendo que mais da metade da producéo brasileira é
feita por empresas multinacionais. Assim, ha necessidade de buscar

alternativas para superar a dependéncia externa (Guerra, Nodari, 2000).
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No Brasil, 0 uso de plantas para tratamento de diversas
doencas é muito comum, mas, para que Seu usO seja seguro ha
necessidade de pesquisas para avaliar as propriedades terapéuticas e
suas possiveis agdes toxicas para o organismo vivo.

Segundo a resolucdo da diretoria colegiada n®. 26 de 13
de maio de 2014, o fitoterapico provém de uma planta medicinal, ou seja,
de uma espécie vegetal utilizada com propédsitos terapéuticos. Sendo
assim, o fitoterapico é o produto obtido de matéria-prima ativa vegetal,
com excecao das substancias isoladas, apresenta finalidade profilatica,
curativa ou paliativa. Este pode ser obtido do extrato vegetal, produto da
extracdo, ou da droga vegetal que é a planta medicinal, ou suas partes,
que contenham as substancias quimicas com acdo terapéutica,
submetida a processos de coleta/colheita, estabilizacdo e secagem,
podendo estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada. O
“cha medicinal” é a droga vegetal com fins medicinais que pode ser
preparada por meio de infusdo, decoccao ou maceragao em agua pelo
consumidor, enquanto que os chas sao enquadrados como alimento
(Brasil, 2014). Portanto, a partir da planta até obter o medicamento
fitoterapico sdo necessarios testes que confirmem a seguranca de sua
acao in vitro e in vivo

Os extratos glicélicos de plantas, obtidos a partir da
droga vegetal, contém propilenoglicol e sdo muito empregados em
cosméticos e medicamento fitoterapicos de uso tdpico, assim ha um
grande interesse em analisar sua acao citotéxica e anti-inflamatéria.

Em 2013, Oliveira JR et al. realizaram testes de
citotoxicidade em macréfagos por tempo de exposicdo de 24 h dos
extratos glicélicos das seguintes espécies vegetais Equisetum arvense
L., Glycyrrhiza glabra L., Punica granatum L. e Stryphnodendron
barbatimam Mart., cada um dos extratos na concentracdo de 50 mg/mL,
apresentaram os respectivos valores de viabilidade celular: 48%, 52%,
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76% e 86%. A viabilidade celular foi menor que 50% apenas no grupo
tratado com Equisetum arvense L.

As acdes antimicrobiana e citotdxica do extrato glicélico
de bardana, Arctium lappa L. foram verificadas por Oliveira JR et al.
(2014). Neste estudo, o extrato na concentracdo de 250 mg/mL foi
microbicida para todas as espécies de microrganismos, como
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus mutans, Candida
albicans, C. tropicalis e C. glabrata em meio planctdénico, microbiostatica
para biofilmes e néo citotoxica para macréfagos.

A acdo antifungica e citotéxica do extrato glicélico de
abacateiro, Persea americana Miller foi estudada por Jesus et al. (2015).
Nas concentracdes de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL do extrato,
houve uma reducao significativa do biofilme de C. albicans; apenas a
concentracdo de 50 mg/mL apresentou viabilidade celular maior que 50%
em macrofagos.

Assim, nao ha estudos sobre o potencial
imunomodulador dos extratos glicélicos de alcachofra, aroeira-do-sertdo
e cha verde em macrofagos in vitro e tais pesquisas potencializardo a
producdo de novos medicamentos e cosméticos de uso odontoldgico

como dentifricios e enxaguatorios bucais.

2.3 Cha verde [Camellia sinensis (L.) Kuntze]

Um possivel candidato a apresentar acao anti-
inflamatéria e baixa citotoxicidade é o cha verde, mundialmente cada vez
mais consumido. O cha verde pode ser comercializado de varios modos:
como alimento na forma de cha, infusdo das folhas secas; como

medicamento produzido em farmacias de manipulacdo com receita
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médica, em capsulas na forma de extrato seco e como cosmético em
formulagdes de géis e cremes na forma de extrato glicélico.

O cha verde é feito a partir das folhas da Camellia
sinensis (L.) Kuntze, muito consumido devido a presenca dos polifenois
antioxidantes como as catequinas: EGCG (3- galato de
epigalocatequina), EGC (galato de epicatequina), ECG (epigalo
catequina) e EC (epicatequina). Tais catequinas apresentam efeitos
farmacolégicos no cha verde (Chen et al., 2015; Marinovic et al., 2015;
Ramadan et al., 2015).

De acordo com a ANVISA, chd € um alimento, nao
devendo ter alegacdes terapéuticas, sendo o produto constituido de uma
ou mais partes de espécie(s) vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou
moida(s), com ou sem fermentacao, tostada(s) ou néo. As folhas e talos
da espécie vegetal Camellia sinensis estao previstas para o preparo de
cha preto e cha verde, pois esta espécie esta presente na tabela de
espécies vegetais para o preparo de chas, conforme a Resolugdo RDC
n® 267 de 2005 (Brasil, 2005)

O cha preto e o cha verde sao provenientes das folhas
da Camellia sinensis (L.) Kuntze. Esta espécie pertence a familia
Theaceae e habita climas Uumidos. Durante a producao do cha preto, a
enzima oxidase atua acelerando o processo de oxidacao das catequinas
(taninos do chd) em teaflavinas. Entretanto, se este processo de
oxidacao for inativado por tratamento com vapores nas folhas frescas da
Camellia sinensis havera produgdo de cha verde, com maior
concentragdo de catequinas, que apresenta acdes farmacolbgicas de
grande interesse como agéo anti-inflamatéria (Ramadan et al., 2015).

Assim, muitos estudos mostram que o cha verde
apresenta acao anti-inflamatéria (Choi et al., 2014; Ramadan et al., 2015;
Hrishi et al., 2014; Marinovic et al., 2015; Cyboran et al., 2015; Chen et
al., 2015), antioxidante (Ramadan et al., 2015; Cyboran et al., 2015) e
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antimicrobiana (Zhao et al., 2013; Radji et al., 2013; Antunes et al.,
2014).

Zhao et al. (2013) realizaram um estudo sobre os
beneficios potenciais na doenca periodontal dos varios extratos de
Camellia sinensis e verificaram que o cha verde, o cha branco, o cha
oolong e o cha preto inibiram o crescimento e a aderéncia de
Porphyromonas gingivalis em células epiteliais bucais.

A acado antimicrobiana do extrato aquoso de cha verde
contra S. aureus resistentes a Meticilina e Pseudomonas aeruginosa
resistentes a varias drogas foi confirmada por Radji et al. (2013).

Antunes et al. (2014) verificaram a agcdo dos extratos
aquosos de cha verde na reducédo do numero de C. albicans viaveis em
biofilmes formados em resina acrilica, assim como o Listerine sem alcool.

O efeito da EGCG, um dos principais componentes do
cha verde em inflamacdes alérgicas das vias aéreas foi estudado por
Choi et al. (2014), que verificaram que a mesma reduziu a expressao de
mucina em modelos de ratos com asma e em células do epitélio nasal de
pacientes com inflamacgdes alérgicas.

EGCG reduziu as citocinas inflamatérias e inibiu a
expressdo exarcebada das proteinas quinases ativadas por mitdbgenos
(MAPKSs), pois pesquisa realizada por Chen et al. (2015), observou a
acdo da EGCG na atenuacado de mastite em ratos induzida por LPS
(lipopolissacarideo).

Em 2015, Cyboran et al. realizaram um estudo sobre a
atividade biol6gica do cha verde em capsulas, que continham 300 mg de
polifendis extraidos do chd verde. Este extrato apresentou atividade
antioxidante e inibiu enzimas envolvidas na inflamagao como a COX-
1(cicloxigenase-1), a COX-2 (cicloxigenase-2) e a lipoxigenase. Neste
estudo, o extrato de cha verde modificou as propriedades fisicas da

membrana das hemacias, tais como: aumento da resisténcia, da fluidez e
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da hidratagdo Sendo assim, o cha verde foi anti-inflamatério e
antioxidante in vitro sem causar efeito deletério em hemé@cias.

Outro estudo in vitro foi realizado por Marinovic et al. em
2015, que consistiu em avaliar o potencial tanto de uma mistura contendo
as quatro principais catequinas presentes no cha verde, quanto de cada
uma delas separadas como moduladores de parametros funcionais em
neutréfilos humanos. Neste estudo, as quatro catequinas (EGCG, EGC,
ECG e EC) sozinhas ou misturadas reduziram os parametros
inflamatérios, pois houve o decréscimo da liberacdo de TNF-a, IL-1 e IL-
6 (interleucina-6).

Ramadan et al. (2015) estudaram a atividade anti-
inflamatéria dos extratos aquosos do cha verde versus cha preto em
ratos com artrite reumatoide. Os animais foram divididos em 11 grupos,
10 grupos com artrite e 1 grupo de ratos saudaveis. Os grupos com
artrite receberam via oral indometacina 1mg/kg ou extratos aquoso de
cha verde ou cha preto. Em seguida, foi realizado o teste
imunoenzimatico (ELISA) que quantificou a producéo das citocinas IL-18,
TNF-a e IL-4 no soro. O grupo que recebeu 1g/kg de extrato aquoso de
cha verde apresentou resultados semelhantes ao grupo que recebeu
indometacina; em ambos os grupos, houve um significativo decréscimo
na producdo das citocinas pro-inflamatérias. Assim, o estudo mostrou
que o cha verde apresentou atividade antiartritica superior ao cha preto e
semelhante a indometacina.

O efeito anti-inflamatério e analgésico do extrato
alcodlico das folhas do cha verde em camundongos foi estudado por
Mota et al. (2015). Quando administrados subcutaneamente, tanto 0,07
g/kg como 0,14 g/kg do extrato do cha verde inibiram a migragcao celular
induzida por carragenina. Quando administrada por gavagem, somente
0,14 g/kg de cha verde foi eficiente. Estes resultados sugerem que o cha

verde pode ser utilizado em inflamacgdes crénicas.
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Em 2015, Hrishi et al. realizaram um estudo clinico
randomizado em pacientes com periodontite utilizando dentifricio com
1,4% do extrato de cha verde como um coadjuvante terapéutico. Por
quatro semanas, os trinta pacientes com periodontite receberam a terapia
periodontal ndo cirurgica, ou seja, a raspagem e o alisamento radicular.
Metade dos pacientes utilizou pasta dental contendo fllor e triclosan
(grupo controle) e outra metade utilizou pasta com cha verde (grupo
experimental). Como resultado o estudo citado mostrou que o grupo
experimental apresentou melhora em relacdo ao outro grupo nos
parametros analisados, tais como: indice de placa, profundidade a
sondagem, nivel clinico de insercdo, sangramento a sondagem e
atividade da glutationa s-transferase. Dessa forma, verificou-se que o
dentifricio com extrato de cha verde pode servir como um coadjuvante
terapéutico para tratamento da periodontite, sendo este resultado de
grande interesse odontolégico. Os estudos com cha verde sao
numerosos, embora, com extrato glicélico de cha verde, ainda sao

insuficientes, especialmente na area da Odontologia.
2.4 Aroeira-do-sertao (Myracrodruon urundeuva Allemao)

Myracrodruon  urundeuva  Allemdo, popularmente
conhecida como aroeira-do-sertao, € uma arvore que cresce no Nordeste
do Brasil onde predomina a vegetacdo do cerrado e o clima semiarido.
Esta espécie vegetal pertence a familia Anacardiaceae.

Em 2013, Carlini et al. realizaram uma avaliacdo da
toxicidade da aroeira-do-sertdo e da aroeira-da-praia (Schinus
terebinthifolius), ambas espécies pertencem a mesma familia
Anacardiaceae. Neste estudo, verificaram que quando administrados

cronicamente, induziram ma formagcao 6ssea na ninhada de ratas que
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foram tratadas com estes extratos durante a gestacdo, havendo
necessidade de verificar os riscos e beneficios da administragdo oral
destas plantas por mulheres em idade fértil.

O efeito antimicrobiano do extrato etandlico das folhas da
aroeira e do seu 6leo essencial contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus de isolados clinicos foi pesquisado por Figueredo et al. (2014). A
minima concentracao inibitéria foi determinada por meio do ensaio de
microdiluicao e verificaram que o extrato etandlico de aroeira-do-sertédo
apresentou maior atividade antibacteriana que o seu respectivo éleo
essencial e que este € mais efetivo em potencializar a atividade dos
antibiéticos contra S. aureus cepa 358.

Em 2014, Machado e Oliveira realizaram uma revisao
sobre as acgbes farmacoldgicas da aroeira-do-sertdo de interesse
odontolégico. Um gel topico contendo casca de aroeira e 6leo de alecrim
pimenta foi aplicado na cavidade bucal em ratos com periodontite e estes
tiveram preservacao da reabsorcdo do osso alveolar. Outro estudo in
vitro mostrou que o extrato hidroalcodlico de aroeira-do-sertao
apresentou acao bactericida sobre S. mutans, e Lactobacillus casei,
assim como sua acgado antifungica sobre C. albicans. Outra acao
interessante foi a redugcdo substancial da microbiota cariogénica nos
animais experimentais.

Plantas medicinais de Pernambuco foram pesquisadas
por Saraiva et al., em 2015, que observaram que os extratos de aroeira-
do-sertdo sao obtidos através do preparo das folhas, raizes e cascas de
galhos e de tronco. Nas cascas, foram isoladas chalconas diméricas:
urundeuvina A, B e C e matosina. O modo de uso mais comum € a
infusdo das cascas em agua pode ser usada via oral ou para banho de
assento. As indicagdes terapéuticas sdo abrangentes como acao anti-
inflamatéria, acdo expectorante,tratamento de gonorreia, Ulceras bucais e

doencas nas gengivas.
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Em 2015, Carvalho et al. realizaram um estudo
etnofarmacoldgico de plantas comercializadas para fins terapéuticos em
mercados publicos no Nordeste do Brasil. Entre as 91 espécies
pesquisadas, a aroeira-do-sertao ficou entre as 8 espécies mais versateis
quanto ao seu uso. O cozimento ou 0 molho das cascas da aroeira-do-
sertdo pode ser usado para tratamento de feridas na pele, inflamacao,
dor, comichao, cistite, uretrite, diarreia e célicas abdominais.

Assim, a aroeira-do-sertdo apresenta resultados
interessantes em pesquisas envolvendo o controle de microrganismos
relacionados a patologias bucais. No entanto, mais estudos séao
necessarios para comprovar seu mecanismo de acao e estabelecer

condi¢gdes seguras para seu uso.

2.5 Alcachofra [Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori ]

Cynara cardunculus var. scolymus (L.) Fiori. conhecida
popularmente como alcachofra pertence a familia Asteraceae. De acordo
com Missouri Botanical Garden (Tropicos, 2016), esta espécie tem como
basinbmio Cynara scolymus L. A alcachofra € uma espécie perene e
herbacea, sendo nativa da regido mediterranea.

Dentre as espécies de plantas escolhidas no presente
estudo a alcachofra pertence a lista da RENISUS. Esta é constituida de
espécies vegetais com potencial de avancar nas etapas da cadeia
produtiva e de gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Salde
(SUS) (Brasil, 2009).

Desde tempos antigos € apreciado como um prato
saboroso com propriedades benéficas para saude, este vegetal
comestivel é uma fonte de antioxidantes como inulina e cinarina (acido

monocafeioilquinico), este Ultimo tem propriedades hepatoprotetoras e
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coleréticas. A parte comestivel do vegetal € composta pelo receptaculo
alargado e a base engrossada das bracteas na cabeca da inflorescéncia
(Fissore et al., 2014).

Segundo o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia
Brasileira, a infusdo de suas folhas secas sdo usadas via oral como
antidispéptico, colerético e colagogo (Brasil, 2011).

De acordo com a bula de medicamentos fitoterapicos da
ANVISA, as folhas sdo de grande utilidade por conter em sua
composicao até 2% de acidos fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico
e cinarina), 4% de lactonas sesquiterpénicas e 0,5% de flavondides,
principalmente glicosideos da luteolina (Brasil, 2015).

As substancias responsaveis pela acao biolégica de um
extrato vegetal variam de acordo com a parte do vegetal coletado e o
solvente utilizado para o processo de extracdo, conforme indicam os
estudos seguintes.

Os efeitos anti-inflamatério e antioxidante foram
analisados por Zapolska-Downar et al. (2002) que verificaram a acgao
antioxidante dos extratos aquosos e etandlicos de alcachofra em células
endoteliais e mondcitos.

Além dos efeitos antioxidantes, os efeitos
antimicrobianos foram pesquisados por Zhu et al. (2004) que
demonstraram num estudo preliminar a atividade antimicrobiana de
extratos das folhas da alcachofra. O extrato concentrado foi fracionado
sucessivamente com cloroférmio, acetato de etila e 1-butanol; em
seqguida, verificaram que os extratos de folha na fragdo com 1-butanol
exibiram atividades antimicrobianas mais significativas contra diferentes
microrganismos, tais como C. albicans, C. lusitanea, S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis. O solvente mais indicado
neste experimento foi 1-butanol.

Em 2005, Zhu et al. pesquisaram a atividade antifingica

da alcachofra. Cada uma das partes da alcachofra (flor, folhas e caule)
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foram submetidas a extracdo utilizando trés tipos de solventes
(cloroférmio, etanol e acetato de etila). Por meio destes, foram analisadas
para cada um dos extratos a atividade antifingica de 8 espécies de
fungos (C. albicans, C. lusitaniae, Saccharomyces cerevisae, S.
carlsbergensis, Aspergillus niger, Penicillium oxalicum, Muco mucedo e
Cladosporium cucumerinum). Os extratos das folhas e as fragdes com
etanol foram as mais efetivas contra todos os fungos testados pelo
método de difusdo em placa de agar. Neste estudo observa-se que as
substancias antimicrobianas podem estar em maior quantidade na regiao
das folhas e estas substancias podem ter maior solubilidade em etanol.

Os efeitos anti-inflamatérios e antitumorais de extratos
metandlicos das flores da alcachofra em tumores induzidos por 12-O-
tetra-decanoylphorbol-13-acetate(TPA) na pele de ratos foram verificados
por Yasukawa et al. (2010).

Varios extratos de plantas foram triados para verificar seu
possivel efeito inibitério sobre a atividade do fator de transcricdo nuclear
kappa beta (NF-kB), o qual é ativado por raios ultravioleta e citocinas
inflamatérias e induz a expressdo de varios genes como fator de
crescimento de fibroblastos e metaloproteinase da matriz-1 (MMP-1).
Assim, de acordo com Tanaka et al. (2013) o extrato de alcachofra
mostrou o0 maior efeito na supressao do fator NF-kB.

Em 2013, Gurel et al. compararam diversos cremes a
base de ervas para tratamento de hemorroida em ratos. Estes animais
receberam aplicacdo do 6leo de créton no anus para causar inflamacgao
no anus; em seguida, foram tratados com creme ou solugéo salina 2 x ao
dia por 15 dias. O grupo 1 recebeu solucao salina, o grupo 2 recebeu
creme com O6leo de créton, o grupo 3 recebeu creme com folhas de
figueira, folhas de alcachofra e casca de noz e o grupo 4 recebeu creme
com folhas de figueira, folhas de alcachofra, casca de noz e castanha.
Assim, observou-se que o tratamento com os cremes a base de ervas

demonstraram efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes.
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Estudos no desenvolvimento de fragcdes pulverizadas de
bracteas, coracbes e hastes da alcachofra enriquecidas com fibras
soluveis foram realizados por Fissore et al. (2014). Assim, observou-se
que todas as fragcdes na concentracao até 5000 ug/mL nao apresentaram
citotoxicidade em células Vero (células dos rins de macacos verdes
africanos) por meio do ensaio de MTT, além disso, todas as fragbes
apresentaram acao antiviral contra o virus herpes simplex tipo 1.

Contudo, apesar destes resultados interessantes, sao
poucos os estudos com extrato glicélico de C. cardunculus var. scolymus
(L.) Fiori candidato potencial para apresentar agcao anti-inflamatéria.

Diante da variedade de plantas e dos extratos obtidos
destas, ainda sdo escassos os estudos sobre a agdo citotéxica e anti-
inflamatéria dos extratos glicélicos de C. sinensis , de M. urundeuva e de
C. cardunculus var. scolymus, € de grande interesse avaliar suas
propriedades a fim de obter fitoterapicos e dentifricios eficientes e com
baixa toxicidade, visando a aplicabilidade clinica na area odontol6gica
em enxaguatérios, pomadas, cremes, dentifricios e solugdes irrigantes

dos canais radiculares.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo buscou avaliar as seguintes atividades
bioldgicas dos extratos glicdlicos de Camellia sinensis (cha verde),
Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertdo) e Cynara cardunculus L.

var. scolymus (L.) Fiori (alcachofra):

a) Atividade citotéxica sobre macréfagos de
camundongo (RAW 264.7), em ensaio da
atividade metabdlica pelo método MTT;

b) Atividade anti-inflamatéria em macréfagos (RAW
264.7) estimulados por lipopolissacarideo (LPS)
de Escherichia coli, pela produgdo de citocinas
pro-inflamatérias (IL-18, TNF-a) e de citocina

anti-inflamatéria (IL-10).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de
cultura celular do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da UNESP. Os
extratos glicélicos a 20% (200 mg/mL) selecionados foram:

a) Extrato glicdlico das folhas da Camellia sinensis (L.)
Kuntze (cha verde);

b) Extrato glicdlico das cascas da Myracrodruon
urundeuva Allemao (aroeira-do-sertao);

c) Extrato glicélico das fFolhas da Cynara cardunculus
L. var. scolymus (L.) Fiori (alcachofra).

O extrato de cha verde foi obtido da empresa Mapric e o0s
extratos de alcachofra e aroeira-do-sertao foram obtidos da All Chemistry
(Sao Paulo, SP), com os devidos laudos e especificacoes.

A cultura de macréfagos de camundongos (RAW 264.7)
foi proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro - Associagao
Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM — RJ).

4.1 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos

A auséncia ou minima toxicidade €& wuma das
caracteristicas que confere ao fitoterapico seguranca na sua utilizacao.
Na andlise de um fitoterapico, este pode apresentar elevada

citotoxicidade com eliminacao total ou parcial de células cultivadas, ou
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seja, exibir uma viabilidade celular abaixo de 50%. O ensaio de
citotoxicidade € um procedimento que tem como objetivo avaliar a
biocompatibilidade de um produto, ou seja, o quanto este pode ser tdxico
para um tipo de célula. (Oliveira JR, 2011). No estudo desenvolvido nesta
tese, estes produtos sao extratos glicélicos vegetais.

A fim de pesquisar qual tipo de aplicacdo clinica mais se
adequa aos extratos no estudo em questdo, foram empregados 5 min e
24 h como tempo de exposicao dos extratos nas células cultivadas.

Na pratica, o tempo de exposicao de um enxaguatério ou
da pasta de dente na mucosa oral ndo ultrapassa 5 min, por isso €
interessante observar a citotoxicidade dos extratos glicélicos vegetais
neste tempo de exposicdo em macrofagos. O tempo de 24 h é
comparavel aos medicamentos de uso tépico que podem permanecem
por um tempo mais prolongado na mucosa bucal.

O método de avaliacao da toxicidade pelo uso do teste
com MTT demonstra além do numero de células em uma amostra, o
nivel de sua atividade metabdlica. Sem contar, que é um método
confiavel, que se reproduz facil e rapidamente em laboratorio.

A avaliacdo da citotoxicidade dos diferentes extratos
naturais (alcachofra, aroeira-do-sertdo e cha verde) foi realizada por meio
do teste colorimétrico com MTT [(Brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-
difeniltetrazdlio] para analisar a atividade metabdlica celular em culturas
de macrofagos de camundongo (RAW 264.7).

A cultura de macrofagos foi cultivada em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova
York, EUA) e mantidas em frascos de cultivo celular (TPP, Suica),
incubadas em estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica a
5% de COs.

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e ao atingir o

estado de subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacao de
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mais de 70% do frasco, as células foram utilizadas nos testes. Para tanto,
a monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de
cultura com auxilio de um varredor celular, as células suspendidas foram
centrifugadas por 5 min a 5000 rpm. Em seguida, foi feito o teste de
exclusdo com pelo azul de Trypan, para quantificar o numero de células

viaveis em um contador automatico (Counter Cell).

4 1.1 Ensaio de citotoxicidade com MTT

A andlise da atividade metabdlica das células vidveis foi
realizada pelo método de reducao do brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-yl)
2,5-difeniltetrazélio (MTT) em formazina. A solugcao de MTT foi preparada
a partir da suspensao de 0,5 mg do pé de MTT (Sigma Aldrich Co.,
Alemanha) em 1 mL de Phosphate Buffer Saline (PBS) (Cultilab, Brasil)
estéril. A metodologia utilizada foi apresentada por Jesus et al. (2015).

Em microplacas de 96 pocos (TPP) foram adicionados
200 uL de meio DMEM + 10% SFB contendo 2 x 10* células viaveis.
Estas placas foram incubadas (37°C, com 5% de CO.) por 24 h para
ocorrer aderéncia celular nos pocos da microplaca.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foram
acrescentados 200 pL/poco do extrato em 11 concentragdes diferentes
na seguinte diluicdo seriada: 200 mg/mL,100 mg/mL, 50 mg/mL, 25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL,
0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL. Os pocos-controles continham apenas células
com meio de cultura, ou seja, células sem estimulo com 0 mg/mL do
extrato. A diluicdo seriada (de 200 mg/mL a 0,20 mg/mL) dos extratos
naturais foi em meio DMEM + 10% SFB.

Cada um dos extratos testados apresentou 12 grupos

experimentais com concentracdes diferentes dos extratos (11 diluices e
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controle), as diluicbes dos extratos foram 200 mg/mL; 100 mg/mL; 50
mg/mL; 25 mg/mL; 12,5 mg/mL; 6,25 mg/mL; 3,13 mg/mL; 1,56 mg/mL;
0,78 mg/mL; 0,39 mg/mL; 0,20 mg/mL, cada diluicdo representa um
grupo com n=8, conforme figura 1 e todos os grupos foram testados em
dois tempos de exposicdo (5 min e 24 h), em 3 extratos vegetais,
formando 72 grupos, conforme o quadro 1. Os testes foram realizados
em duplicata.

Concentragdes: 200 100 50 25 125 6,25 | 3,13 1,56 0,78 039 |02 0,0 (mg/mL)
9 10 |11 ] 12

5
A ' )

Figura 1 — Placa de 96 pocos com 11 diluicbes seriadas do extrato glicélico de cha
verde, apés a absorcdo do sal de MTT utilizado para ensaio de citotoxicidade. A
concentragao 0,0 mg/mL refere-se ao grupo controle.

Ap6s o periodo, o sobrenadante foi descartado, e os
pocos foram lavados com PBS para descartar as células mortas. Em
seguida, para verificacdo da viabilidade da cultura, foram adicionados
100 plL/pogo da solugéo de MTT. As placas foram incubadas novamente
(37 °C, com 5% de CO,) por periodo de 1 h, abrigadas da luz.

Posteriormente, esta solucdo foi descartada e foram
adicionados 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO — Sigma) para expor
os cristais de formazina produzidos, apds absorcdo do sal de MTT, por
células viaveis, 0s pocos que adquirem coloragéo roxa devido a presenca
dos cristais de formazina (Figura 1). Ap6s incubagédo de 10 min na estufa
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e agitacao em shaker, por igual periodo, a absorbancia dos pocos foi lida
em leitora de microplacas com comprimento de onda de 570 nm.

As densidades opticas (DO) obtidas foram convertidas
em percentual de viabilidade celular empregando-se a seguinte férmula:

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

Quadro 1 — Identificacao dos grupos para o teste de MTT para avaliar
viabilidade celular

Tempo de
Extrato glicolico |Grupos exposicao
cha verde 11 diluicbes™ + controle
aroeira-do-sertao |11 diluicdes™ + controle |5 mine 24 h
alcachofra 11 diluicbes™ + controle

*As diluicdes dos extratos foram 200 mg/mL; 100 mg/mL; 50 mg/mL; 25 mg/mL; 12,5
mg/mL; 6,25 mg/mL; 3,13 mg/mL; 1,56 mg/mL; 0,78 mg/mL; 0,39 mg/mL; 0,20 mg/mL.
O grupo controle corresponde a células sem estimulo.

4.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatdria dos extratos

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foi realizada
pelo método ELISA, seguindo metodologia de Oliveira JR et al. (2014).
De acordo com os resultados obtidos no teste de citotoxicidade, as
concentragdes menos toxicas de cada extrato foram escolhidas para
realizar o ELISA. Tais concentragbes foram de 3,13 mg/mL e 12,5 mg/mL
para o extrato glicélico da cha verde e de aroeira-do-sertdo e somente de
3,13 mg/mL para o extrato glicélico de alcachofra, conforme o quadro 2.

Em placas de 24 pocos (TPP, Suica) foram
acrescentados 5.10° células vidveis por poco, sendo o volume
completado com meio DMEM + 10% SFB para 1 mL.
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As placas foram incubadas (37°C, com 5% de CO,) por
24 h para aderéncia das células. Apos este periodo, o meio foi removido
e foram adicionados os extratos naturais nas concentracdes menos
toxicas encontradas no teste de citotoxicidade.

Os periodos de exposicao a cada extrato foram de 5 min
e 24 h. As concentragbes para o extrato de aroeira-do-sertdo e de cha
verde foram 3,13 mg/mL e 12,5 mg/mL. No grupo controle foi utilizado
apenas meio DMEM acrescido de 10% SFB. Exceto no grupo controle,
0s outros grupos receberam o lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli (Sigma) na concentracdo de 1 pg/mL em cada poco para haver o
estimulo da resposta inflamatéria pelos macréfagos. Como mostra na
placa de 24 pocos, apds 24 h do tempo de exposi¢do de 5 min (Figura 2).

Apoés o periodo de exposicdo com os extratos e LPS (5
min e 24 h), o sobrenadante foi removido e foi acrescentado o meio
DMEM acrescido de 10% SFB para 1 mL. As placas seguiram
novamente para incubacao por 24 h.

Figura 2 — Placa de 24 pocos, ap6s 24 h do tempo de exposicdo de 5 min. (A) Grupo
que ficou exposto ao extrato e LPS. (B) Grupo controle- células sem estimulo.
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foram coletados,

armazenados em microtubos e congelados em freezer (-20°C) para

posterior quantificacao de citocinas inflamatérias (IL-1B e TNF-a) e anti-

inflamatéria IL-10, pelo teste imunoenzimatico ELISA. Os testes foram

em duplicata e cada grupo com n=12. Estes sobrenadantes formaram 14

grupos, conforme o quadro 2

Quadro 2 — Identificagdo dos grupos de sobrenadantes coletados das
placas de 24 pocos para posterior quantificagdo de citocinas

ExtratoLg;iScélico + Concentragéo Temp9 Qe
exposicao
cha verde 3,13 mg/mL
cha verde 12,5 mg/mL
aroeira-do-sertdo 3,13 mg/mL 5 min
aroeira-do-sertao 12,5 mg/mL
alcachofra 3,13 mg/mL
controle sem extrato e sem LPS
LPS s6 com LPS
cha verde 3,13 mg/mL
cha verde 12,5 mg/mL
aroeira-do-sertdo 3,13 mg/mL 24 h
aroeira-do-sertao 12,5 mg/mL
alcachofra 3,13 mg/mL
controle sem extrato e sem LPS
LPS s6 com LPS

4.2.1 Ensaio imunoenzimatico ELISA

Placas de microtitulagdo de 96 pocos (Nunc) foram

sensibilizadas com anticorpos de captura anti-TNF-a ou anti-IL-1 ou

anti-IL-10 de camundongo (R&D Systems, NE) e mantidas overnight em

temperatura ambiente.
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No dia seguinte, as placas foram lavadas com 300 pL de
tampao de lavagem que consiste em PBS contendo Tween 20 a 0,5%
(PBS-T) por trés vezes com auxilio de um pipetador multicanal. Em
seguida, as placas foram bloqueadas com tampao de bloqueio (para
deteccao de IL-13 o PBS foi acrescido de 0,1% de Soro Albumina Bovino
— BSA e para deteccao de IL-10 e TNF-a o PBS foi acrescido de 1% de
BSA). As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 1h .

Apés 1 h, as placas foram lavadas com PBS-T(300 uL
por 3 vezes) e receberam os sobrenadantes da cultura de células (100
uL por pogo) e os padrdes das citocinas com concentragdes conhecidas
(curva-padrao). Os testes foram realizados em duplicata, n=12 para cada
grupo. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por 2 h.

Apés este periodo, as placas foram lavadas com PBS-T
(300 uL por 3 vezes) e foram acrescentados em cada pogo das placas
100 uL de anticorpos de detecgao anti-TNF-a ou anti-IL-1B ou anti-IL-10
marcados com biotina. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente por 2 h.

Em seguida, novas lavagens foram feitas e logo apés
foram adicionados em cada poco 100 uL de estreptavidina conjugada
com enzima peroxidase. As placas foram cobertas com papel aluminio e
mantidas em temperatura ambiente por 20 min

Apés este periodo, as placas foram lavadas com PBS-T
(300 uL por 3 vezes) e foram adicionados em cada pog¢o 100 pyL da
solucdo de substrato cromogénico, composto por Reagente A (per6xido
de hidrogénio) e Reagente B (tetrametilbenzidina) na proporgéo de 1:1.
As placas foram mantidas, cobertas com papel aluminio, a temperatura
ambiente por 20 min.

Logo apéds, foram adicionados 50 pL da solugéo de
parada para bloquear a reagéo (acido sulfurico 2N) (Figura 3). As placas
foram imediatamente levadas ao leitor de microplacas (Biotek) com

comprimento de onda de 450 nm para obter as densidades 6pticas (DO).
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Apos obtengéo das DO foram determinados os niveis de
IL-1B ,TNF-a e IL-10 (pg/mL) das amostras de sobrenadantes celulares
com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0. Os grupos formados apés
a quantificacao de citocinas estao estabelecidos no quadro 3

Quadro 3 — Identificacao dos grupos para o teste de ELISA para avaliar
atividade anti-inflamatoria dos extratos glicélicos

Extrato glicélico(conc.)

Grupos + LPS Citocinas
CV(3,13 mg/mL)
ARO(3,13 mg/mL) IL-10
ALC(3,13 mg/mL)
CV(3,13 mg/mL) IL-1B8
Experimental * CV(12,5 mg/mL)
ARO(3,13 mg/mL)
ARO(12,5 mg/mL) TNF-a
ALC(3,13 mg/mL)
IL-10
CON* IL-18
TNF-a
IL-10
LPS* Apenas LPS IL-18
TNF-a

ARO (aroeira-do-sertdo, M. urundeuva Allem.); CV [ch& verde, C. sinensis (L.)Kuntze];
ALC (alcachofra, C. scolymus L.); CON (controle- células sem estimulo). *Todos os
grupos foram testados em dois tempos de exposicao (5 min e 24 h).
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Figura 3 - Placa de 96 pocos com os sobrenadantes das células que foi submetida ao
ELISA para quantificagdo de IL-1B, nesta ultima etapa foi adicionado o &cido sulfdrico 2
N para o blogueio da solugéo revelada.

4.3 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA, complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5% (p < 0.05), utilizando o programa Graph prism.
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5 RESULTADOS

A citotoxicidade dos extratos glicélicos vegetais foi
verificada por meio do ensaio com MTT em macréfagos RAW 264.7. O
potencial citotéxico de cada um dos extratos nas concentracées de 0,20
mg/mL a 200 mg/mL representou um grupo, cada grupo com n=_8, assim
foi obtida a média e o desvio padrao das 8 amostras e realizado a analise
estatistica. Os resultados foram apresentados na forma de graficos,
sendo um grafico para cada extrato glicélico (cha verde, aroeira-do-
sertdo e alcachofra) testado num determinado tempo (5 min e 24 h). Os
graficos representaram os resultados do ensaio de citotoxicidade e
correspondem as figuras 4 a 9. Sendo que as figuras 4 a 6 correspondem
a citotoxicidade dos extratos no tempo de exposicdo de 5 min e as
figuras 7 a 9 correspondem a citotoxicidade dos extratos no tempo de
exposicao de 24 h.

Em relacdo ao extrato glicélico de cha verde, pode-se
observar que todas as concentracdes analisadas foram estatisticamente
semelhantes ao grupo controle, células sem estimulo do extrato (p >

0,05), ndo apresentaram citotoxicidade (Figura 4).
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Figura 4 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (0 mg/mL) e
tratadas por 5 min com cha verde (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey (p < 0,05).

O extrato de aroeira-do-sertdo apresentou 0 menor
percentual de células sobreviventes na concentragcdo de 200 mg/mL,
tendo em média 70% de viabilidade celular, sendo estatisticamente
diferentes dos grupos tratados com 100 mg/mL, 50 mg/mL e 12,5 mg/mL
(p < 0,05). As demais concentracgdes, inclusive a concentragcdo do grupo
controle, presentaram viabilidade celular estatisticamente semelhantes

ao grupo tratado com 200mg/mL do extrato (p > 0,05) (Figura 5).
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Concentracao do extrato de aroeira-do-sertao (mg/mL)

Figura 5 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (0 mg/mL) e
tratadas por 5 min com aroeira-do-sertdo (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey. " indica
diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao controle (Omg/mL) (p < 0,05).

A concentracdo do extrato glicélico de alcachofra com
menor percentual de células sobrevivente foi a do grupo tratado com 200
mg/mL, apresentado em média 18% de viabilidade -celular. Esta
concentracao foi citotdxica, pois apresentou viabilidade celular abaixo de
50%, sendo estatisticamente diferente dos grupos tratados bem como do
grupo controle (p < 0,05). As concentracbes do extrato que néo
apresentaram diferenga estatistica nos valores de viabilidade celular
foram 0,20 mg/mL e 0,39 mg/mL (p > 0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (0 mg/mL) e
tratadas por 5 min com alcachofra (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey. O & * indicam
diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle (0 mg/mL) (p < 0,05).

Com relacao ao tempo de contato de 24 h, o cha verde
apresentou viabilidade celular abaixo de 50%, nas concentragbes de 50
mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL. Estas apresentaram viabilidade celular
em torno de: 9,98%, 10,53% e 14,98%, respectivamente, indicando
serem citotoxicas. Além disso, os valores de viabilidade celular dos
grupos tratados com tais concentragbes tiveram diferenca estatistica
significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). As demais
concentracdes apresentaram valores sem diferenca estatistica em

relacdo ao grupo controle (p > 0,05) (Figura 7).
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Figura 7 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (0 mg/mL) e
tratadas por 24 h com cha verde (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey.() indica diferenga
estatisticamente significativa em relacao ao controle (0 mg/mL) (p < 0,05).

ApbGs 24 h de exposicao do extrato de aroeira-do-sertao,
todos os grupos demonstraram valores de viabilidade celular superiores a
50%, nao indicando serem citotoxicos em todas as concentracdes
analisadas. Os menores valores de viabilidade celular: 56,74%, 52,89% e
57,41% correspondem respectivamente aos grupos tratados com 50
mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL do extrato. Tais concentragcdes
apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo
controle (p < 0,05). As concentragbes de 12,5 mg/mL a 0,39 mg/mL
demonstraram valores de viabilidade celular acima de 140%, com
diferenca estatistica em relacéo ao grupo controle (p < 0,05) (Figura 8).
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Figura 8 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (0 mg/mL) e
tratadas por 24 h com aroeira-do-sertdo (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey. 0 g ()
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controle (0 mg/mL) (p <
0,05).

O extrato de alcachofra, ap6s 24 h de contato com as
células, apresentou nas concentracdes de 12,5 mg/mL a 200 mg/mL,
valores de viabilidade celular menores que 50%, indicando que tais
concentragdes sao citotoxicas. Os valores de viabilidade celular destas
concentracdes apresentaram diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (p < 0,05). As concentracdes de 0,20 mg/mL a
6,25 mg/mL apresentaram valores de viabilidade sem diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p > 0,05)
(Figura 9).
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Figura 9 - Viabilidade celular (%) apresentada por células sem estimulo (O mg/mL) e
tratadas por 24 h com alcachofra (n = 8). ANOVA e Teste de Tukey (e g (exn)
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (0 mg/mL) (p =
0,05).

Na figura 10, estdo demonstrados os resultados
relacionados ao cha verde nos tempos exposicao de 5 min e 24 h para
quantificacdo de TNF-a, com as diferencas estatisticamente significativas
representadas (p < 0,05).

Na quantificacdo de producao de TNF-a dos grupos que
receberam cha verde no tempo de exposicdo de 5 min, obteve-se os
seguintes resultados: o grupo que recebeu extrato e LPS apresentou
reducado da producdo de citocina em relagdo ao grupo que sO recebeu
LPS. Houve menor produgcdo de TNF-a com o aumento da concentragéo
do extrato (Figura 10A). No tempo de exposicdo de 24 h, na
quantificacdo de producao de TNF-a, houve uma reducdo na producao
de TNF-a nos grupos que receberam o extrato e LPS em relagdo ao
grupo que apenas recebeu LPS. Neste tempo de exposi¢do, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as duas concentragbes de
cha verde (p > 0,05) (Figura 10B).
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A) Producao de TNF-a (5 min) B) Producao de TNF-a (24 h)
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Figura 10 - Valores médios de TNF-a (pg/mL) e desvios padrdao para cada grupo
experimental, nos tempos de 5 min ou 24 h (Con = Controle) (n = 12). ANOVA e Teste
de Tukey. ', ) e ) indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Na figura 11, estdo demonstrados os resultados
relacionados ao cha verde nos tempos exposigdo de 5 min e 24 h para
quantificacdo de IL-1B, com as diferencas estatisticamente significativas
representadas (p < 0,05).

No tempo de exposicao de 5 min, na quantificagdo de IL-
1B, observou-se que houve uma menor indugcdo na producao de IL-1B
nos grupos que receberam o extrato com LPS em relacdo ao grupo que
apenas recebeu LPS e quanto maior a concentracao de cha verde menor
foi a producéo de IL-1B (Figura 11A). No tempo de exposicado de 24 h,
entre o grupo controle e o grupo que recebeu cha verde 12,5 mg/mL com
LPS nado houve diferenga estatisticamente significativa na quantificacao
de IL-1B (p>0,05) (Figura 11B).
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A) Producéo de IL-18 (5 min) B) Producéo de IL-1B (24 h)
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Figura 11 - Valores médios de IL-1B (pg/mL) e desvios padrdao para cada grupo
experlmental nos tempos de 5 min ou 24 h (Con = Controle) (n = 12). ANOVA e Teste
de Tukey e ™ indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Na figura 12, estdo demonstrados os resultados
relacionados a aroeira-do-sertdo nos tempos exposicao de 5 min e 24 h
para quantificacdo de TNF-a, com as diferengas estatisticamente
significativas representadas (p < 0,05).

O extrato de aroeira-do-sertdo apresentou resultados
interessantes na quantificacdo de TNF-a no tempo de exposicdo de 5
min. Ambos 0s grupos com o extrato mais LPS apresentaram um
aumento superior ao dobro com relagdo ao grupo apenas estimulado
com LPS (Figura 12A). No tempo de exposicdo de 24 h, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre o grupo apenas estimulado com
LPS e o grupo estimulado com aroeira-do-sertdao 3,13 mg/mL e LPS (p >
0,05). O grupo estimulado com 12,5 mg/mL de aroeira-do-sertdo e LPS
produziu mais que o dobro de TNF-a em relagdo ao grupo LPS (Figura
12B).
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A) Producao de TNF-a (5 min) B) Producéao de TNF-a (24 h)
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Figura 12 - Valores médios de TNF-a (pg/mL) e desvios padrdo para cada grupo
experimental, nos tempos de 5 min e 24 h (Con = Controle, Aroeira = Aroeira-do-sertéo)
(n = 12). ANOVA e Teste de Tukey. ) e © indicam diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Na figura 13, estdo demonstrados os resultados
relacionados ao extrato de aroeira-do-sertdo nos tempos exposicao de 5
min e 24 h para quantificacado de IL-1B, com as diferencas
estatisticamente significativas representadas (p < 0,05).

No tempo de 5 min, houve uma reducdo da producao de
IL-1B proporcional as concentracbes de aroeira-do-sertdo. O grupo
aroeira-do-sertdo 12,5 mg/mL com LPS nao apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao controle (p > 0,05) (Figura 13A). No tempo de
24 h, a producéo de IL-1B no grupo aroeira-do-sertdo 12,5 mg/mL com
LPS produziu 18 vezes mais citocina que o grupo LPS, com diferenca
estatistica (p < 0,05). O grupo aroeira-do-sertdao 3,13 mg/mL com LPS
produziu 9 vezes mais IL-1B que o grupo LPS, com diferenca estatistica
(p = 0,05). Nao houve diferenga estatistica entre o grupo estimulado com

LPS e o grupo controle (p > 0,05) (Figura 13B).
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A) Producéo de IL-18 (5 min) B) Producéao de IL-1B (24 h)
80+ 600- .

*

*k

=3
[=]
<

IL-1B (pg/mL)
3
IL-1B (pg/mL)
N
S

0 T T 0
i & & s
O O ¢) O
o « QO o
Y ,\"L" '5:\ \'l/'
Aroeira+LPS Aroeira+LPS

Figura 13 - .Valores médios de IL-1B (pg/mL) e desvios padrédo para cada grupo
experimental, nos tempos de 5 min e 24 h g*Con = Controle, Aroeira = Aroeira-do-sertao)
(n = 12). ANOVA e Teste de Tukey. \’ e 7 indicam diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Na figura 14, estdo demonstrados os resultados
relacionados a alcachofra nos tempos exposicao de 5 min e 24 h para
quantificacdo de TNF-a, com as diferencas estatisticamente significativas
representadas (p < 0,05).

Os resultados com o extrato de alcachofra apresentaram
no tempo de exposi¢cdo de 5 min um aumento na producao de TNF-a em
relacdo ao grupo controle e grupo que recebeu somente com estimulo do
LPS (Figura 14A). No tempo de exposicao de 24 h, nao houve diferenca
estatistica entre o grupo com alcachofra com LPS e o grupo somente
com LPS na producéao de TNF-a (p > 0,05) (Figura 14B).
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Figura 14 - Valores médios de TNF-a (pg/mL) e desvios padrdo para cada grupo
experimental, nos tempos de 5 min ou 24 h (Con = Controle) (n = 12). ANOVA e Teste
de Tukey. " e ) indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Na figura 15, estdo demonstrados os resultados
relacionados a alcachofra nos tempos exposi¢cao de 5 min e 24 h para
quantificacao de IL-1B, com as diferencas estatisticamente significativas
representadas (p < 0,05).

O grupo estimulado com extrato de alcachofra mais LPS
apresentou valores semelhantes ao grupo controle na producéao de IL-1j3,
de modo que promoveu uma reducdo significativa desta citocina em
relacdo ao grupo LPS, no tempo de exposicao de 5 min (Figura 15A). No
tempo de exposicao de 24 h, o grupo com alcachofra e LPS apresentou
um aumento 7 vezes superior com relagdo ao grupo LPS na producéao de
IL-18 (Figura 15B).
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Figura 15 - Valores médios de IL-1B (pg/mL) e desvios padrdo para cada grupo
experlmental nos tempos de 5 min ou 24 h (Con = Controle) (n = 12). ANOVA e Teste
de Tukey e " indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Na figura 16, estdo demonstrados o0s resultados
relacionados producéo de IL-10 pelos 3 extratos nos tempos exposi¢ao
de 5 min e 24 h, com as diferengas estatisticamente significativas

representadas (p < 0,05).

Com relagdo a producdo de IL-10, todos os
sobrenadantes eram de células que receberam extratos na concentragcao
de 3,13 mg/mL e foram estimuladas com LPS. Tanto no tempo de 5 min
como no tempo de 24 h, todos os grupos apresentaram maior produgao
de IL-10 que o grupo controle. Assim no tempo de exposi¢cdo de 5 min,
todos 0s grupos com extratos e LPS apresentaram producao de IL-10
maiores que o grupo LPS, com diferencga estatistica em relagdao ao grupo
com LPS e o grupo controle (p < 0,05). (Figura 16A). No tempo de
exposicado de 24 h, todos os grupos com extratos e LPS apresentaram
valores de IL-10 menores que o grupo LPS e maiores que o grupo

controle (Figura 16B).
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Figura 15 - Valores médios de IL-10 (pg/mL) e desvios padrdao para cada grupo
experimental, nos tempos de 5 min ou 24 h SCV = cha verde, AL = alcachofra, AR =
aroeira) (n = 12). ANOVA e Teste de Tukey(. " e " indicam diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

A utilizagao de constituintes derivados de plantas na area
farmacéutica tem avancado rapidamente, devido a sua grande variedade
de propriedades medicinais e toxicidade minima comparada a drogas
sintéticas. O conhecimento popular tradicional, indicam acdes
terapéuticas interessantes para o cha verde, a aroeira-do-sertdao e a
alcachofra, porém tais indicagcdes necessitam de mais estudos para
comprovar sua eficacia e sua seguranca.

Durante a avaliacdo da citotoxicidade pelo teste com
MTT, no tempo de exposi¢cdo de 5 min, somente a concentracdo de
alcachofra, 200 mg/mL, apresentou citotoxicidade, as demais
concentragcdes dos trés extratos obtiveram valores de viabilidade celular
maiores do que 50%.

Jesus et al., em 2015, realizaram o teste com MTT com
tempo de exposicdo de 5 min do extrato glicdlico de abacateiro e
observou que, em concentragdes de 25 mg/mL ou menores, a viabilidade
celular foi superior a 75%. Nossos resultados demonstraram que na
mesma concentracao (25 mg/mL) os extratos apresentaram os seguintes
valores de viabilidade celular: alcachofra 52%, aroeira 111% e chéa verde
116%. Assim, apenas o extrato de alcachofra apresentou viabilidade
celular menor do que o abacateiro na concentracao de 2 5mg/mL.

No presente estudo, a mesma concentracdo de 50
mg/mL para todos os extratos de alcachofra, de cha verde e de aroeira-
do-sertdo, a viabilidade foi respectivamente em torno de 63%, 122% e
137%. Portando, os resultados sugerem que o cha verde e a aroeira-do-
sertdo estimularam a proliferacdo dos macréfagos, aumentando sua

viabilidade celular no tempo de exposicao de 5 min.
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No tempo de exposicdo de 24 h, nas concentracoes de
0,20 mg/mL a 12,5 mg/mL do cha verde a viabilidade celular foi superior
a 100%. Cyboran et al. (2015), mostraram que na concentracao de 5,93 *
0,18 pg/mL de cha verde houve 50% de inibicdo da peroxidacgao lipidica
nas membranas das hemécias. O estimulo da proliferacdo dos
macrofagos pode estar relacionada a atividade antioxidante do cha
verde, analisada por Cyboran et al. (2015), supondo que apds o estimulo
do LPS nos macréfagos, estes dao inicio a uma série de reagdes
quimicas que desencadeiam o processo inflamatorio. Neste processo, ha
formacao de substancias reativas de oxigénio que causam estresse
oxidativo, este é neutralizado pela acdo de antioxidantes presentes no
cha verde. Assim, o cha verde promoveu um aumento do nimero de
macréfagos viaveis em relacdo ao grupo sem o extrato, promovendo a
integridade celular destes.

No tempo de exposicdo de 24 h, entre os extratos de
alcachofra, de cha verde e de aroeira-do-sertao, este ultimo apresentou
viabilidade celular superior a 50% em todas as concentragdes
analisadas. Além disso, as concentragbes de 0,20 mg/mL a 12,5 mg/mL
do extrato de aroeira-do-sertdo apresentaram viabilidade celular acima
de 100%, demostrando estimulo na proliferacéao celular de macréfagos.

Estes resultados concordam com Ribas et al. (2006), que
verificaram que o uso topico de extrato das folhas de aroeira-da-praia (S.
terebinthifolius) em mucosa bucal de ratos, promoveu maior proliferacéo
vascular e fibroblastica em relagéo ao grupo controle.

Estevao et al. (2013, 2015) verificaram importante papel
do extrato de aroeira-da-praia em acelerar o processo de cicatrizacdo em
feridas da pele de ratos, com aumento do numero de fibroblastos, fibras
colagenas e mastdcitos. Tanto os mastdcitos quanto os macrofagos
estdo no tecido conjuntivo e participam das respostas inflamatérias,
assim a aroeira-da-praia poderia aumentar o numero de macréfagos.

Como a aroeira-da-praia pertence a mesma familia da aroeira-do sertao,
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esta pode conter também substancias que favorecem imunidade do
organismo. Assim, o extrato de aroeira-do-sertdo pode ser usado em
medicamentos de uso tépico que permanecem mais tempo na mucosa
oral favorecendo a cicatrizacao de feridas.

Com relacao a citotoxicidade no tempo de exposicao de
24 h, comparando os valores da viabilidade celular dos trés extratos na
concentracdo de 12,5 mg/mL, a aroeira-do-sertdo apresentou 145,08 +
22,72%, o cha verde 110,63 + 15,74% e a alcachofra 27,27 + 4,16%.
Assim a aroeira-do-sertao favoreceu a proliferacao celular
e o extrato de alcachofra foi 0 Unico que apresentou citotoxicidade, com
viabilidade celular bem abaixo de 50% .

No tempo de exposicdo de 24 h, observaram-se valores
citotéxicos para o extrato de cha verde em concentragdes iguais ou
acima de 50 mg/mL e, para o extrato de alcachofra, em concentracdes
iguais ou acima de 12,5 mg/mL.

Na concentracdo de 6,25 mg/mL do extrato de
alcachofra, a viabilidade celular ficou em torno de 78,98% no tempo de
exposicdo de 5 min e 55,63% no tempo de exposicdo de 24 h. Estes
resultados estdo de acordo com o ensaio de citotoxicidade por meio do
MTT, realizado por Fissore et al. (2014), que apresentou auséncia de
citotoxicidade em células Vero até a concentragcdo maxima testada de
5000ug/mL das fragdes pulverizadas de varias partes da alcachofra.

No tempo de exposicdo de 24 h, as viabilidades celulares
na concentracdo de 50 mg/mL de aroeira-do-sertdo, cha verde e
alcachofra sao respectivamente 56,74%, 9,98% e 6,08%, comparando
com o extrato de bardana pesquisado por Oliveira JR et al. (2014), esta
apresentou maiores valores de viabilidade celular (acima de 93%) em
concentragdes de 250 a 31,3 mg/mL, indicando menor citotoxicidade da
bardana em relacédo aos extratos do nosso estudo.

Os estudos de citotoxicidade de produtos naturais, como
os extratos glicolicos das plantas por tempo de exposicao de 24 h, sado
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interessantes para formulacbes de medicamentos de uso topico na
mucosa bucal como as pomadas anti-inflamatoérias.

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se
concluir que a citotoxicidade dos extratos é dose e tempo dependentes,
ou seja, o aumento do tempo de exposicdo e da concentracdo dos
extratos glicélicos vegetais favorece a reducdo do numero de células
vidveis. Tan et al. (2015), que realizaram teste de citotoxicidade por meio
do ensaio de MTT em macr6fagos RAW 264.7 expostos por 24 h a
diluicoes seriadas do extrato hidroetandlico das flores da Moringa oleifera
e obteve resultados semelhantes, a medida que a concentragdo do
extrato aumentava o numero de células viaveis reduzia.

No tempo de contato de 5 min apenas a alcachofra na
concentragdo de 200 mg/mL foi citotoxica. No tempo de 24 h, o extrato
de aroeira-do-sertdo nao apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentracdes analisadas e o extrato de alcachofra apresentou menores
valores de viabilidade celular que o cha verde. Assim, torna-se de grande
interesse que estudos com extratos glicolicos sejam ampliados para
direcionar seu uso terapéutico nas concentracées nao citotoxicas.

A acédo anti-inflamatéria foi avaliada em células de
macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS de E. coli, um potente
agente inflamatério utilizado em diversos estudos que analisaram acao
anti-inflamatéria de extratos vegetais (Martinez-Elizalde et al., 2015;
Hong et al., 2015; Marinovic et al., 2015; Oliveira JR et al., 2014; Tan et
al., 2015).

O macréfago RAW 264.7 € um excelente modelo para
verificar se um extrato vegetal apresenta acao anti-inflamatéria, pois
mediante o estimulo com LPS, estes produzem e liberam citocinas pro-
inflamatérias como IL-183, IL-6, IL-12 e TNF-a e/ou citocina reguladora
anti-inflamatéria IL-10.

Dentre as citocinas liberadas em resposta ao LPS,

destacam-se as citocinas TNF-a e IL-1[3, pois ativam os osteoclastos que
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sd0 essenciais no processo de reabsorcdo déssea podendo causar
alterac6es na regiao periapical da boca (Oliveira LD et al., 2012).

O TNF-a favorece o aumento da permeabilidade vascular
e o recrutamento de novos macroéfagos e neutréfilos para o local de uma
infeccdo. Esta citocina esta envolvida na resposta imunitaria a
microrganismos como bactérias, virus, fungos e parasitas, além de
ocasionar necrose de tumores (Jorjao, 2012)

A citocina IL-1p tem um papel importante para defesa do
hospedeiro em resposta a infeccdo, é pré-inflamatéria e produzida e
secretada por diversas células, como mondcitos e macréfagos (Oliveira
FE, 2013).

A citocina IL-10 tem o papel regulatério de controle da
resposta anti-inflamatéria, atua inibindo a producédo de mediadores pro-
inflamatérios nos macréfagos (Oliveira FE, 2013).

Assim, no presente estudo verificamos a producdo de
TNF-a , IL-1B e IL-10 em macro6fagos estimulados por LPS e por LPS
com extratos vegetais para analisar a agao anti-inflamatéria destes.

A maioria dos resultados com extrato glicélico de cha
verde apresentou uma resposta dose dependente. Tanto no tempo de 5
min como no tempo de 24 h, houve reducdo dose dependente da
producédo de TNF-a e IL-1B. A concentracdao de 12,5 mg/mL apresentou
maior supressao de TNF-a e IL-1B que a concentracédo de 3,13 mg/mL
do extrato. Estes resultados estdo de acordo com Chen et al. (2015) que
também observaram que quanto maior foi a dose administrada de EGCG
em ratos com mastite, maior foi a supressao de TNF-a e IL-1pB.

Um estudo in vitro de Marinovic et al. (2015) também
verificou uma reducdo de TNF-a e IL-1B em neutréfilos humanos
estimulados com LPS e expostos tanto a uma mistura de catequinas
(EGCG, EGC, ECG e EC) do cha verde quanto a uma delas
isoladamente. Um estudo in vivo de Ramadan et al. (2015) apresentou
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resultado semelhante com extrato aquoso de cha verde administrado via
oral em ratos com artrite reumatoide .

No tempo de 24 h, a concentracdo de 12,5 mg/mL do
extrato de cha verde reduziu os niveis de IL-1B a valores semelhantes ao
grupo controle, mas na concentracao de 3,13 mg/mL a producéo de IL-13
aumentou. Assim, observa-se que a dose pode modular a produgédo de
IL-1 B.

Outros estudos utilizando a mesma metodologia foram
realizados por Martinez-Elizalde et al. (2015) que verificaram a acao anti-
inflamatéria do extrato metandlico do fruto da Cyrtocarpa procedera e por
Tan et al. (2015) que obteve resultado semelhante como extrato
hidroetandlico das flores de M. oleifera com reducéo de TNF-a e IL-1.

Assim, os estudos citados acima concordam com o0s
resultados obtidos com cha verde na concentragdo de 12,5 mg/mL,
sugerindo agao anti-inflamatoria.

O extrato glicélico de aroeira-do-sertdo em contato com
as células estimuladas com LPS apresentou uma resposta dose
dependente com aumento da producéao de citocinas pro-inflamatoérias. No
tempo de exposicdo de 24 h, a concentracao do 12,5 mg/mL induziu o
dobro da producao de TNF-a e IL-18 que a concentracdo de 3,13 mg/mL
do extrato.

A maioria dos resultados com aroeira-do-sertao indicam
aumento da producgédo das citocinas pré-inflamatérias, estes resultados
foram parecidos com a acao imunopotenciadora dos polissacarideos das
raizes da Sanguisorba officinalis, pesquisados por Tong et al. (2015). As
pesquisas sobre aroeira-do- sertdo ainda sdo escassas e os resultados
inovadores devem ser ampliados, a fim de direcionar seu uso terapéutico.

No tempo de 5 min, as células que foram estimuladas
com extrato de alcachofra e LPS induziram um aumento na producao de
TNF-a em relagao ao grupo LPS. Embora, no tempo de 24 h a liberacao

de TNF-a apresentou valores semelhantes entre o grupo LPS e o grupo
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LPS mais extrato. Com relacéo a liberacédo de IL-1(, o grupo com extrato
e LPS foi semelhante ao controle no tempo de exposicdo de 5 min. Nao
foi observado, no tempo de 24 h, reducéo de IL-1 8 no grupo com extrato
e LPS.

Embora muitos estudos tenham observado a acao anti-
inflamatéria da alcachofra (Zapolska-Downar et al., 2002; Yasukawa et
al., 2010; Gurel et al., 2013; Tanaka et al., 2013). a maioria dos
resultados com alcachofra ndo apresentou reducédo de TNF-a e de IL-1B.

No presente estudo, as células que receberam os
extratos na concentracado de 3,13 mg/mL com LPS induziram a producao
de IL-10 significativamente maior que a do grupo controle, demonstrando
estimulagdo dos macréfagos.

No tempo de exposicdo de 5 min, todas as células que
receberam os extratos vegetais com LPS apresentaram a producao de
IL-10 maior em relacdo ao grupo de células que recebeu apenas LPS
sugerindo uma maior regulacao da resposta inflamatéria. Este resultado
esta de acordo com a diminui¢do da producao de IL-1B dos extratos na
mesma concentragéo de 3,13 mg/mL.

No tempo de exposicao de 24 h, os grupos que foram
estimulados com extratos vegetais e LPS produziram 3 vezes menos IL-
10 em relacdo ao grupo LPS, este resultado esta de acordo com a
liberagcdo acentuada de IL-1B dos extratos na mesma concentracdo de
3,13 mg/mL. Sendo assim, estes grupos nado apresentaram de modo
acentuado a acao regulatoria da IL-10.

Portanto, as células expostas aos extratos vegetais e
LPS foram capazes de inibir ou induzir a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B e TNF-a e anti-inflamatéria como IL-10.
Somente o extrato glicdlico de cha verde apresentou potencial anti-
inflamatério na concentragdo de 12,5 mg/mL. Tais resultados indicam
uma provavel atuacdo imunomoduladora o que demanda por mais

pesquisas.
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Pode-se deduzir que os extratos glicélicos vegetais
apresentam propriedades interessantes para uso odontolégico, e que
seria importante ampliar as pesquisas de seus efeitos anti-inflamatérios
visando seu uso em dentifricios, enxaguatoérios bucais e medicamentos
para conter o desenvolvimento do processo inflamatério..

O presente trabalho trata de um estudo in vitro com
somente uma linhagem celular, uma vez que recebeu uma estimulacéo
prévia com LPS, ou seja, semelhante a uma infeccdo microbiana, porém
diferente das condic¢des clinicas, nas quais existe a participacéo de vérias
células, especialmente dos linfocitos T, além da presenca simultanea de
outros estimulos, caracterizando um quadro extremamente mais

complexo.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir

que:

A citotoxicidade dos extratos foi dose e tempo
dependentes. No tempo de exposicao de 5 min, o extrato de alcachofra
apresentou citotoxicidade na concentracdo de 200 mg/mL. No tempo de
exposicdo de 24 h, o cha verde apresentou citotoxicidade nas
concentragdes = 50 mg/mL, aroeira-do-sertdo estimulou a proliferacao de
macréfagos nas concentracbes de 0,39 mg/mL a 12,5 mg/mL e a
alcachofra apresentou citotoxicidade nas concentragées = 12,5 mg/mL. O
extrato de cha verde apresentou potencial anti-inflamatério na
concentracdo de 12,5 mg/mL, promovendo reducao de IL-18 e TNF-a. A
aroeira-do-sertdo apresentou acado imunopotenciadora na concentracao
de 12,5 mg/mL no tempo de exposi¢cao de 24 h, com aumento de IL-1B e
TNF-a. Com relagédo a alcachofra ha necessidade de novos estudos para

identificar sua acdo imunomoduladora.
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