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Amêndola I. Avaliação da atividade antimicrobiana e anti-inflamatória do 
extrato glicólico de Hamamelis virginiana Linnaeus [dissertação]. São 
José dos Campos (SP): Instituto de Ciência e Tecnologia, UNESP – Univ. 
Estadual Paulista, 2015. 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 

 
Hamamelis virginiana L. é uma planta nativa dos Estados Unidos da 
América que foi inserida no Brasil por conta de suas vastas atividades 
biológicas, como ação antimicrobiana e anti-inflamatória. As pesquisas 
com extratos desse vegetal são vastas, embora não haja estudos com 
extrato glicólico da mesma. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a 
atividade antimicrobiana e anti-inflamatória do extrato glicólico de 
Hamamelis virginiana L. sobre cepas padrão de leveduras do gênero 
Candida (Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. guilliermondii, 
C. krusei e C. tropicalis), espécies de bactérias Gram-positivas 
(Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans) e 
Gram-negativas (Acinetobacter baumanii, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae), nas fases planctônica e biofilme; além de avaliar a 
citotoxicidade e atividade anti-inflamatória. A atividade antimicrobiana foi 
realizada por teste de microdiluição em caldo para a determinação da 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Microbicida Mínima 
(CMM), sendo os resultados utilizados como parâmetro para análise em 
biofilmes monotípicos. A atividade citotóxica foi analisada pelo teste MTT 
e quantificação da produção das citocinas interleucina-1β (IL-1β) e fator 
de necrose tumoral alfa (TNF-α) por ELISA, sendo a avaliação da 
atividade anti-inflamatória realizada por meio de exposição da cultura de 
macrófagos de camundongo (RAW 264.7) a lipopolissacarídeo (LPS) de 
E. coli seguido por tratamento com o extrato de H. virginiana L. Os 
resultados que apresentaram distribuição normal foram analisados por 
ANOVA e teste Tukey (p≤ 0,05); já os sem distribuição normal foram 
analisados por Kruskal-Wallis e pós teste Dunns. Os resultados obtidos 
revelam que o extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. proporcionou 
atividade antimicrobiana sobre os micro-organismos testados no presente 
estudo e o teste de citotoxicidade apontou viabilidade celular igual ou 
superior ao controle, exceto para a concentração de 100 mg/mL no 
período de 24 h de contato células-extrato. Quanto à produção de 
citocinas, não houve aumento dessas substâncias pelos macrófagos. 
Óxido nítrico, no período de 24 h, foi produzido pelas maiores 
concentrações testadas do extrato, fator que pode estar envolvido com a 
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alta atividade antimicrobiana alcançada. O extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. ofereceu eficaz redução microbiana sobre as cepas testadas 
na fase planctônica, exceto para as bactérias Gram-positivas; reduziu o 
número de UFC/mL quando em contato com os micro-organismos na 
forma de biofilme, sem apresentar citotoxicidade sobre os macrófagos, 
além de proporcionar atividade anti-inflamatória sobre os mesmos. 
 

Palavras-chave: Medicamentos fitoterápicos. Biofilmes. Macrófagos. 

Citocinas 
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Amêndola I. Evaluation of antimicrobial and anti-inflamatory activity of 
glycolic extract of Hamamelis virginiana Linnaeus [dissertation]. São José 
dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP – Univ 
Estadual Paulista; 2015. 
 
 
 

ABSTRACT 

 

 

 

 
Hamamelis virginiana L. is a North American plant that was insert in Brasil 
because their biological activities, like antimicrobial and anti-inflamatory 
activities. Large researchs are development with H. virginiana L. extracts, 
although there are no studies with glycolic extract from it. The objective of 
this work was to evaluate the antimicrobial and anti-inflammatory activity 
of glycolic extract of Hamamelis virginiana L. over standard strains of 
genus Candida yeast (C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. 
guilliermondii, C. krusei e C. tropicalis), species of Gram-positive bacteria 
(Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans) 
and Gram-negative (Acinetobacter baumanii, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae), in plankton communities and biofilm; besides the 
cytotoxicity and anti-inflammatory. The antimicrobial activity was 
performed by microdiluition test in broth for determining the Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) e Minimum Microbicide Concentration 
(MMC), and the results used for antimicrobial analysis in biofilms 
monotypic. The cytotoxic activity was analyzed by the MTT test and 
quantification of production of the cytokines IL-β 1 and TNF-α by ELISA., 
being that the anti-inflamatory activity was performed with exposition of 
macrophages mouse culture to E. coli lipopolissacaride (LPS) and extract 
post-treatment. The results were analyzed by ANOVA and Tukey Test (p ≤ 
0.05) if the results present normal distribuition; and Kruskal Wallis and 
post-test Dunn if the results don’t presente normal distribuition (p ≤ 0.05). 
Results shows that the H. virginiana L. glycolic extract have antimicrobial 
activity about test micro-organisms and the cytotoxicity test shows high 
cellular viability or equal the control, except for the 100 mg/mL for 24 h 
contact time. Cytokines weren’t produced by macrophages. Nitric oxide 
was produced by cells in a contact for 24 h with the extract, which can be 
related with the increased antimicrobial activity. Hamamelis virginiana L. 
glycolic extract propound antimicrobial activity, except for the Gram-
positive bacterias; reduced the CFU/mL number when the contact with 
microbial biofilm, without induce cytotoxicity about the macrophages, 
besides display anti-inflamatory activity.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

Fitoterápicos são medicamentos de origem vegetal, 

caracterizados pelos pilares eficácia, segurança e qualidade, sendo 

necessário o conhecimento de seu efeito terapêutico, os riscos de sua 

utilização, além da constância de sua qualidade (Lopes et al., 2006; 

Ferreira Filho et al., 2013; Brasil, 2014). 

O vasto uso da fitoterapia como forma de tratamento 

alternativo se deve, principalmente, por ser uma opção de baixo custo e 

fácil aquisição se comparada aos produtos de origem química, em 

consequência das patentes depositadas sobre esses (Castilho et al., 

2007; Ferreira Filho et al., 2013).  

Apesar de plantas medicinais serem utilizadas de forma 

milenar pela população mundial e passado entre gerações, não deve ser 

empregado de forma indiscriminada, assim como os de síntese química, 

pois podem apresentar sérios riscos associados ao seu uso, 

necessitando de comprovação de sua segurança (Brasil, 2010). 

Hamamelis virginiana L. é uma planta produtora de 

inúmeros metabólitos com múltiplas açãos biológicas, sendo utilizados 

como fitoterápicos. Trata-se de uma planta arbustiva, conhecida 

popularmente por hamamélis, nativa de bosques úmidos da região leste 

da América do Norte e utilizada empiricamente para o tratamento de 

hemorragias e inflamações. No entanto, após comprovação de sua 

eficácia, foi adotada por médicos norte-americanos (Moreti et al., 2006).  

De forma geral, fitoterápicos com H. virginiana L. 

apresentam efetividade como agentes antisséptico, adstringente, 

antimicrobiano, antiviral, auxiliam na cura de corrimentos, na higienização 
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e cicatrização de feridas purulentas, como anti-inflamatório e antioxidante 

(Faivre et al., 2009; Costa et al., 2012). 

Na área odontológica o extrato metanólico das folhas de 

H. virginiana L. apresentou capacidade antimicrobiana para micro-

organismos periodontopatogênicos como Prevotella spp., Porphyromonas 

gingivalis, Actinomyces spp., Peptostreptococcus spp., dentre outros (Iauk 

et al., 2003; Ferreira Filho et al., 2013). 

Todas essas atividades biológicas apresentadas por H. 

virginiana L. se devem a compostos presentes em sua estrutura como 

flavonóides presentes nas folhas, além de glicosídeos, taninos, óleos 

voláteis e fixos, colina, ácido gálico livre e hamamelose livre (Moreti et al., 

2006). 

Embora estes estudos demonstrem diferentes ações e 

efeitos desta planta, não foram encontrados trabalhos na literatura 

científica que avaliasse, in vitro, o potencial antimicrobiano, citotóxico e 

pró ou anti-inflamatório do extrato glicólico de H. virginiana L. Estas 

avaliações se faz importante em relação à utilização deste extrato em 

produtos comerciais na área médica e odontológica, no qual as 

características ideiais deste fitoterápico seriam de amplo espectro de 

ação microbiana, baixa toxicidade e de controle inflamatório. 

Diante do exposto e considerando a necessidade novos 

medicamentos com valores acessíveis, baixa toxicidade e eficazes para o 

tratamento de doenças de origem microbiana, julgou-se importante o 

estudo dos possíveis efeitos do extrato glicólico de H. virginiana L. sobre 

micro-organismos potencialmente patogênicos, sua ação citotóxica e 

atividade anti-inflamatória.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

 

Historicamente, a utilização de plantas medicinais para o 

tratamento de enfermidades é tão remota quanto à própria humanidade, 

sendo, pinturas rupestres, provas de que diversos vegetais, além de 

serem consumidos como alimentos, eram utilizados terapeuticamente. A 

humanidade pode perceber então que a natureza disponibilizava insumos 

necessários para melhoria de sua qualidade de vida, podendo levar à 

cura e ao bem-estar (Matos, 1999; Maciel et al., 2002; Lima Junior, 2005; 

Haraguchi, Carvalho, 2010).  

Pesquisas tem confirmado o uso de vegetais por 

neandertais há mais de 60 mil anos, como Althaea officinalis utilizada 

como anti-inflamatório, e Lophophora williamsii utilizado com antibiótico 

pela população indígena do México (Haraguchi, Carvalho, 2010). 

A Política Nacional de Práticas Interativas e 

Complementares no Sistema Único de Saúde (SUS) visa gerar 

alternativas terapêuticas aos usuários desse sistema e garantir o acesso 

da população aos fitoterápicos de forma mais segura, eficaz e com 

qualidade (Brasil, 2006), uma vez que, um dos maiores problemas de 

saúde pública está relacionado à toxicidade provocada por medicamentos 

de origem vegetal que pode ser gerada pelos próprios constituintes dos 

vegetais em decorrência de interações com outros medicamentos ou 

alimentos, ou ainda, com características do próprio paciente como idade, 

gênero e genética (Balbino, Dias, 2010). 

O uso consciente de medicamentos seja qual for sua 

origem deve ser levado em consideração, uma vez que eles podem gerar 

consequências quando em superdosagem, ineficácia terapêutica, reações 

adversas ou comprometimento de tratamentos convencionais (Capasso 
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et al., 2000; World Health Organization, 2002b). Entretanto, no Brasil, o 

uso seguro e o controle da comercialização desses produtos em 

mercados e feiras livres ainda são insuficientes (Veiga Junior e Pinto., 

2005). 

Sendo assim, profissionais de saúde precisam ser 

treinados para questionar os pacientes sobre o uso de plantas medicinais 

e fitoterápicos e devem ser estimulados a notificar qualquer reação 

adversa ao Sistema Nacional de Farmacovigilância. Da mesma forma, os 

usuários precisam buscar recomendações de uso com profissionais da 

saúde e procurar atendimento diante de qualquer suspeita de reação 

adversa (Balbino, Dias, 2010). 

Embora as plantas medicinais possam apresentar riscos 

à saúde, a participação delas no desenvolvimento tanto de novos 

medicamentos fitoterápicos quanto sintéticos é de extrema importância, 

uma vez que, compõe entre 60-80% dos medicamentos anticâncer e 

antimicrobianos introduzidos no mercado entre os anos de 1984 e 1995 

(Castilho, 2007).  

H. virginiana L., membro da família Hamamelidaceae, é 

nativa da América do Norte, mais especificamente da região do Estado da 

Virginia, nos Estados Unidos da América, local que lhe cedeu o nome. 

Trata-se de uma planta de pequeno porte podendo chegar a até três 

metros de altura, composta por folhas largas, denteadas e ovais, com 

florescimento durante o outono dando origem à flores amarelo-douradas 

(Kiran et al., 2008; Duckstein et al., 2012). Está entre as espécies de 

plantas medicinais inseridas na flora brasileira, sendo empregada tanto 

na fitoterapia como na homeopatia. No Brasil, devido às diferentes 

condições climáticas, é pouco estudada com relação à aclimatação, 

cultivo, potencial produtivo e toxicidade. Entretanto, com a normatização 

dessas plantas, poderá ocorrer um aumento de seu consumo, 

acarretando no aumento da necessidade de mais estudos, a fim de se 
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garantir sua qualidade e disponibilidade no mercado (Brasil, 2010; Ming et 

al., 2012).  

Extratos naturais e compostos destilados extraídos de H. 

virginiana L. são frequentemente utilizados na medicina popular em 

decorrência de sua atividade anti-inflamatória, posteriormente confirmada 

em modelo de edema de pata de rato, e como antimicrobiano (World 

Health Organization, 2002a). 

Loções a 10% de destilados dessa planta levaram a um 

decréscimo de 20 a 27% do eritema causado pela radiação UVB. Esse 

efeito foi em decorrência da presença de hamamelitano, um polifenol com 

efeito de proteção celular contra os danos causados por esse tipo de 

radiação evidenciando, assim, uma potente atividade antioxidante 

(Masaki et al., 1995; Hughes-Formella et al., 2002; Kiran et al., 2008).  

Com relação à toxicidade de H. virginiana L., sabe-se que 

o óleo volátil dessa planta apresenta um constituinte denominado safrole, 

um conhecido carcinógeno. Todavia, esse composto está presente em 

pequenas quantidades nesse vegetal, não carecendo de preocupação. 

Entetanto, engenol e acetaldeído são substâncias também presentes em 

H. virginiana L., podendo provocar irritação gástrica em pacientes 

suscetíveis que fazem uso desse fitoterápico por via oral. Outros efeitos 

colaterais são desconhecidos, além de contraindicações e interações 

medicamentosas (Moreti et al., 2006). 

Trabalho realizado por Ramos e colaboradores (2005) 

avaliou, dentre outras, a atividade mutagênica de extratos seco e fluído 

de Aloe spp., própolis e H. virginiana L. em três concentrações distintas, 

sobre a pele de cobaia. Neste estudo puderam notar que nenhum dos 

extratos induziu efeitos nocivos com relação aos dois parâmetros 

avaliados. Além disso, perceberam que a ausência de fototoxicidade 

desses extratos não está relacionada à concentração do mesmo, já que o 

extrato seco é cerca de cem vezes mais concentrado que o fluído. 
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Dois compostos extraídos de H. virginiana L., catequina e 

taninos, foram testados sobre cultura de células humanas tipo Hep G2, 

conferindo um efeito protetor às mesmas (Dauer et al., 2003). 

O uso de fitoterápicos como constituintes de dentifrícios 

vêm crescendo consideravelmente, em decorrência das buscas por novos 

produtos com maior eficácia e biocompatibilidade, além de menores 

custos, que pode favorecer sua aquisição pela comunidade. Exemplos de 

aplicabilidade nesse âmbito são tratamento de patologias bucais, 

prevenção e tratamento da cárie, doença periodontal, candidose oral, 

inflamações, odontalgias e processos cicatriciais. Os extratos vegetais 

mais utilizados para compor dentifrícios são a decocção, maceração e 

infusão (Castilho et al., 2007.; Zanin et al., 2007). 

Segundo a Associação dos Higienistas Bucais do 

Canadá, a utilização de óleos essenciais como enxaguatório bucal em 

curto prazo reduz o biofilme dentário e a gengivite em torno de 35%, 

valores muito semelhantes aos alcançados com o tratamento em longo 

prazo, que constatou uma redução média de, respectivamente, 25% e 

30%. Os resultados obtidos revelaram que a combinação de mentol, 

timol, eucaliptol e salicilato de metila foi a responsável pela redução do 

biofilme e inflamação gengival (Asadoorian, 2006).  

Extratos glicólicos são frequentemente empregados na 

odontologia devido à presença de frações aromáticas puras e voláteis, 

denominadas óleos essenciais que exercem diferentes funções no 

organismo da planta, como atividade antimicrobiana, por exemplo, 

comprovada por 60% de ação antifúngica e 35% antimicrobiana 

(Bhavanani, Ballow, 1992; Lima et al., 2006). 

Além dos óleos essenciais, frações hidrossolúveis como 

taninos apresentam características adstringente, anticancerígena, ação 

protetora do DNA, de vasoconstrição periférica; incluindo o fato de não 

acarretar efeitos adversos mesmo em altas concentrações, sendo um 

promissor agente quimiopreventivo, incluindo terpenos, compostos 
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fenólicos, flavonoides e aminoácidos, que oferecem ação calmante, 

anticancerígena e antibiótica (Batistuzzo et al., 2000; Moreti et al., 2006; 

Ferreira Filho et al., 2013).  

Os constituintes dos extratos hidroglicólicos, como podem 

também ser chamados, são água, propilenoglicol e extratos vegetais. 

Devido à completa dissolução em água, são totalmente absorvidos pelo 

organismo, e compõe assim, uma solução límpida ou levemente turva 

(Brasil, 2012b). 

O propilenoglicol é um diol da classe dos glicóis, 

produzido sinteticamente para utilização na indústria farmacêutica, 

alimentícia, de bebidas e cosmética. É uma substância desenvolvida 

baseada nas normas da Good Manufacturing Practice (GMP – Boas 

Práticas de Fabricação), apresenta-se como um líquido incolor, 

praticamente inodoro, ligeiramente viscoso, umectante, além de ser 

hidratante e impedir a volatização do etanol, prevenindo, 

respectivamente, o ressecamento do produto dentro da embalagem e 

fornecendo um aroma mais estável ao mesmo (Batistuzzo et al., 2000; 

Zanin et al., 2007; Propilenoglicol, 2013*; Brasil, 2005).  

A presença de propilenoglicol em extratos glicólicos 

permite sua utilização em medicamentos de uso tópico, por via oral ou 

intravenosa para o tratamento de inúmeras doenças infecciosas 

(Batistuzzo et al., 2000).  

A busca incansável por novos medicamentos e o teste 

com produtos de metabolismo secundário de inúmeras plantas tem 

apenas um propósito: encontrar medicamentos mais potentes, com 

menor toxicidade e baixo custo para o tratamento de doenças, 

principalmente de origem microbiana, que se tornam cada vez mais 

complexas de combater, devido à resistência dos micro-organismos aos 

_______________ 
*Propilenoglicol USP: TB: Código: FC-025 [ficha técnica]. Cláudia S. Portantiolo química. Joinvile: Quimidrol; 

2013. 3p. 
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medicamentos habituais (Brasil, 2012a; Schiavone et al., 2013). 

A presença de Staphylococcus spp. multirresistente em 

ambiente hospitalar gera preocupação com relação à colonização 

precoce da cavidade bucal por este micro-organismo, que embora seja 

um gênero presente na microbiota normal do ser humano, em condições 

de imunossupressão e resistência dessa bactéria pode, a partir de 

cavidade bucal, alcançar outros órgãos e tecidos e causar infecção (Silva 

et al., 2003). 

Assim como estafilococos, E. coli e espécies do gênero 

Candida são micro-organismos residentes do corpo humano e de 

animais. Na cavidade bucal e trato gastrointestinal, estes micro-

organismos compartilham um mesmo hábitat e, devido a algumas 

alterações imunológicas do hospedeiro, determinadas cepas de E. coli 

podem desencadear doença como a gastroenterite, sendo capaz de se 

dispersar e colonizar o sistema nervoso central, trato urinário e sangue 

(Piva et al., 2011). 

Por sua vez, as infecções causadas por Candida spp., em 

imunossuprimidos, também são um grande problema por conta da fácil 

dispersão pelo organismo humano. Apresentam alta penetrabilidade 

pelos tecidos do hospedeiro através da produção de hifas, podendo 

desencadear infecções sistêmicas que apresentam altos índices de 

mortalidade, além da capacidade de formação de biofilme e resistência 

aos antifúngicos usuais. Esses fatores de virulência levam a dificuldade 

no tratamento por medicamentos convencionais, até mesmo à terapia 

fúngica de primeira linha (Piva et al., 2011; Mayer et al., 2013). 

A eficácia antimicrobiana de extratos de H. virginiana L. 

foi observada sobre bactérias aeróbias e anaeróbias 

periodontopatogênicas, sendo o extrato metanólico mais ativo que a 

decocção, inibindo Actinomyces spp., Capnocytophaga gingivalis, 

Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp., 

Porphyromonas gingivalis, Veillonella parvula, e P. gingivalis, Prevotella 
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spp., E. corrodens Os resultados inibitórios obtidos foram comparados à 

ação da espiramicina, fármaco da classe dos macrolídeos 

frequentemente utilizado na odontologia (Iauk et al., 2003). 

O biofilme maduro é composto por uma variedade de 

bactérias e outros micro-organismos presentes normalmente na 

microbiota do hospedeiro e que quando encontram características como 

alteração da microbiota, doenças sistêmicas ou redução na imunidade do 

hospedeiro acabam desencadeando doença (Oliveira, 2010). Esses 

micro-organismos também são denominados oportunistas (Eisenstein, 

Schaechter, 2002; Cavalcanti et al., 2011). 

A formação de biofilme associada aos gêneros 

Enterecococus e Pseudomonas têm grande importância em ambiente 

hospitalar já que, em infecções, são patógenos super-resistentes a 

antimicrobianos (Gaetti-Jardim Júnior et al., 2009). 

As doenças nosocomiais são doenças desenvolvidas em 

ambiente hospitalar após 48h de internação do indivíduo, sendo que os 

patógenos envolvidos não estavam presentes ou incubados no momento 

da chegada ao hospital (Oliveira et al., 2007). 

ESKAPE é a sigla designada aos principais patógenos 

associados à infecção nosocomial. Esses micro-organismos representam 

o mais alto risco em relação a padrões de resistência frente às atuais 

alternativas terapêuticas, principalmente com relação a micro-organismos 

Gram-negativos. A sigla em questão acomoda, respectivamente, 

Enterococcus faecium vancomicina resistentes (VRE), Staphylococcus 

aureus meticilina resistentes (MRSA), Klebsiella e Escherichia coli 

produtoras de beta-lactamases de espectro ampliado (BLEA), 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, além de outras 

espécies da família Enterobacteriaceae (Lisboa, Nagel, 2011). 

Devido a grande importância desses micro-organismos 

tanto na microbiota normal quanto adquirida, torna-se necessário o 

estudo tanto da ação antimicrobiana de novos fármacos naturais quanto à 
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ação citotóxica dos mesmos para o alcance de medicamentos com 

menores efeitos colaterais ao corpo humano. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

O objetivo geral deste estudo foi investigar a atividade 

antimicrobiana, citotóxica e pró-inflamatória do extrato glicólico de 

Hamamelis virginiana L. 

Os objetivos específicos foram 

a) avaliar a atividade antimicrobiana do extrato 

glicólico de Hamamelis virginiana L. sobre 

espécies de leveduras do gênero Candida, 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas nas 

fases planctônica e biofilme monotípico;  

b) avaliar a atividade citotóxica de dez 

concentrações do extrato sobre macrófagos de 

camundongo (RAW 264,7) 

c) quantificar citocinas pró-inflamatórias e óxido 

nítrico sobre três concentrações do extrato 

previamente escolhidas por meio de testes-

piloto. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

O extrato glicólico de H. virginiana L. (20%) foi obtido da 

empresa Mapric (São Paulo, SP), com os devidos laudos e 

especificações (Anexo A).  

 

 

4.1 Avaliação da atividade antimicrobiana do extrato  

 

 

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada sobre 

cepas de referência (ATCC - American Type Culture Collection) de 

Candida albicans (sorotipo A – ATCC 36801), C. dubliniensis (ATCC MYA 

646), C. glabrata (ATCC 9030), C. guilliermondii (ATCC 6260), C. krusei 

(ATCC 6258), C. tropicalis (ATCC13803), A. baumannii (ATCC 19606), E. 

coli, E. faecalis (ATCC 4083), K. pneumoniae (ATCC 4352), S. aureus 

(ATCC 6538) e S. mutans (ATCC 35688) provenientes do Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia, curso de 

Odontologia de São José dos Campos – UNESP. 

 

 

4.1.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Microbicida Mínima (CMM) 

 

 

Para a determinação da CIM foi utilizado o método de 

microdiluição em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI), normas M7-A6 e M27-A2. 
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Os inóculos foram preparados, a partir de cultura de 24 h 

incubadas em estufa bacteriológica (37°C, com 5%CO2 para S. mutans), 

em solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) e padronizados em 

espectrofotômetro. 

O teste foi realizado em microplacas, onde foram 

adicionados 100 µL de meio de cultura, 100 µL dos extratos, apenas na 

primeira fileira de poços da microplaca, de onde partirão uma série de 10 

diluições seriadas, e os inóculos foram acrescentados em seguida. Os 

meios utilizados foram caldo Müeller Hinton (Himedia, Mumbai, Índia) 

para as bactérias, e meio RPMI 1640 (Himedia) tamponado com MOPS 

[ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico] (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

pH 7,0 ± 0,1, para as leveduras. Após incubação de 24 h, a CIM foi 

determinada no primeiro poço da microplaca que não apresentar 

turvações que indiquem crescimento microbiano.  

Para a determinação da CMM do extrato, foi inoculado, 

em placas contendo ágar Brain Heart Infusion (BHI - Himédia) ou 

Sabouraud-dextrose (Himedia) 100 µL da CIM, bem como 100 µL de 

todas as outras concentrações superiores.  Após 48 h de incubação, a 

placa onde não for observado crescimento de colônias, foi a CMM do 

extrato natural para cada micro-organismo. 

 

 

4.1.2 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos em biofilmes  

 

 

Os biofilmes foram formados em fundo de placas de 96 

poços. Para tanto, foi preparado o inóculo de cada micro-organismo em 

caldo Yeast Nitrogen Base (YNB – Himedia) suplementado com 100 mM 

de glicose, diluído 10 vezes em água destilada estéril, para as leveduras, 

e Brain Heart Infusion Broth (BHI- Himedia) para as bactérias. Os tubos 

contendo o respectivo meio para cada micro-organismo foi incubado em 
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estufa a 37°C por 16h. Depois desse período, o inóculo foi centrifugado e 

lavado duas vezes com solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) e foram 

feitas suspensões padronizadas em espectrofotômetro (B582, Micronal, 

São Paulo, Brasil) contendo 107 UFC/mL em caldo YNB (10X) ou BHI. 

Foram colocados 0,1 mL da suspensão microbiana nos poços da 

microplaca. A placa foi incubada por 1 h e 30 min em estufa (37°C sob 

agitação de 75 rpm) para aderência inicial. Após, as placas foram lavadas 

duas vezes com solução fisiológica estéril e foi colocado 0,1 mL de caldo 

YNB diluído duas vezes em água destilada estéril ou BHI. A seguir, a 

placa foi incubada nas mesmas condições da aderência inicial por 48 h, 

no entanto, após 24 h de incubação foi trocado o meio de cultura. 

Passado o período de formação de cada biofilme, este foi 

colocado em contato com extrato, por período de 5 min e 24 h, nas 

concentrações efetivas pré-determinadas (CMM). Solução salina estéril 

foi utilizada como controle negativo. Posteriormente, estas soluções 

foram descartadas, o biofilme foi lavado com solução fisiológica estéril, e 

então sonicados com homogeneizador ultrassônico, com potência de 

25% por 30 segundos. Em seguida, diluições sucessivas foram realizadas 

e três gotas de 20 µL de cada diluição foram inoculadas em ágar BHI 

(Himedia) ou Sabouraud-dextrose (Himedia) por meio da técnica da gota. 

Após incubação de 48 h, foram contadas as unidades formadoras de 

colônia por mililitro (UFC/mL). 

Foram realizados três experimentos independentes, com 

quatro repetições cada, totalizando n=12 para cada grupo experimental.  
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4.2 Avaliação da citotoxicidade do princípio ativo  

 

 

A avaliação da citotoxicidade do extrato natural foi 

realizada por teste colorimétrico MTT, que analisou a atividade 

mitocondrial celular, e teste imunoenzimático (ELISA) que quantificou a 

produção de citocinas (IL-1β e TNF-α), ambos após contato de 5 min e 24 

h com o extrato, para tanto, foram utilizadas culturas de macrófagos de 

camundongo (RAW 264.7). 

A cultura de macrófagos de camundongos (RAW 264.7), 

provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro - Associação 

Técnico Científica Paul Ehrlich (APABCAM – RJ), 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, Suíça), 

incubadas em estufa à temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, 

com 5% de CO2.  

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e quando for 

observado estado de subconfluência das células, caracterizado pela 

ocupação de mais de 70% do frasco, as células foram utilizadas nos 

testes ou foram realizados congelamentos da cultura. Para tanto, a 

monocamada de células foi desagregada do assoalho do frasco de 

cultura com auxílio de um varredor celular, as células suspendidas foram 

centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. Foi aplicado o teste de exclusão pelo 

azul de Trypan, para ser quantificado o número de células viáveis. 
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4.2.1 Análise da atividade mitocondrial de células viáveis 

 

 

Foi realizada análise da atividade mitocondrial das células 

viáveis pelo método de redução do brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl) 

2,5-difeniltetrazólio (MTT) em formazina. A solução de MTT foi preparada 

a partir da suspensão de 0,5 mg do pó de MTT (Sigma Aldrich Co., 

Alemanha) em 1 mL de Phosphate Buffer Saline (PBS) (Cultilab, Brasil)  

estéril.  

Em microplacas de 96 poços (TPP, Suíça) foram 

adicionados 200 µL de meio DMEM + 10% SFB contendo 4 x 104 células 

viáveis (Jesus et al., 2015). Estas placas foram incubadas (37°C, com 5% 

de CO2) por 24 h para que ocorra aderência celular nos poços da 

microplaca. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi 

acrescentado 200 µL/poço de cada concentração do extrato 

separadamente nas concentrações mais efetivas determinadas no teste 

de microdiluição. Foram utilizados poços-controles, contendo apenas 

células com meio de cultura. O período de incubação foi de 24 h e o teste 

foi feito em triplicata. Após, o conteúdo de cada poço foi descartado, e os 

poços foram lavados com PBS para descartar as células mortas. Em 

seguida, para verificação da viabilidade da cultura, foram adicionados 100 

µL/poço da solução de MTT. As placas foram incubadas novamente 

(37°C, com 5% de CO2) por período de 1 h, abrigadas da luz. 

Posteriormente, esta solução foi descartada e foram adicionados 100 

µL/poço de dimetilsulfóxido (DMSO – Sigma) para expor os cristais de 

formazina produzidos, após absorção do sal de MTT, por células viáveis. 

Após incubação de 10 min e agitação em shaker, por igual período, a 

absorbância dos poços foi lida em leitora de microplacas com 

comprimento de onda de 570 nm. As densidades ópticas (DO) obtidas 

foram convertidas em percentual de viabilidade celular empregando-se a 
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seguinte fórmula: % Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO 

Grupo Controle 

 

 

4.2.2 Produção de citocinas IL-1β e TNF-α por macrófagos 
 

 

Em placas de 24 poços (TPP, Suíça) foram 

acrescentados 5 x 105 células viáveis por poço, sendo o volume 

completado com meio DMEM + 10% SFB para 1 mL. As placas foram 

incubadas (37°C, com 5% de CO2) por 24 h para aderência das células. 

Após, o meio foi removido e foi adicionado o extrato natural nas 

concentrações mais efetivas encontradas no teste antimicrobiano. Para o 

grupo controle foi utilizado apenas meio DMEM + 10% SFB. O n foi igual 

a 12 para todos os grupos. As placas seguirão novamente para 

incubação por mais 24 h.  

Após o período de exposição, os sobrenadantes de todos 

os grupos foram coletados, armazenados em microtubos e congelados 

em freezer (-20°C) para posterior quantificação de citocinas pelo teste 

imunoenzimático (ELISA).  

 

 

4.2.2.1 Ensaio imunoenzimático  

 

 

Placas de microtitulação de 96 poços (Nunc, Dinamarca) 

foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-TNF-α ou anti-IL-1 

de camundongo (R&D Systems, NE) e mantidas overnight em 

temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com 

PBS contendo Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com soro albumina 

bovina (BSA, 0,1%) por 1 hora. Após, as placas foram lavadas com PBS-
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T e receberam os sobrenadantes da cultura de células (100 L por poço) 

e os padrões das citocinas com concentrações conhecidas (curva-

padrão). Os testes foram realizados em duplicata. Após 2 h, as placas 

foram lavadas (PBS-T) e foram acrescentados anticorpos de detecção 

anti-TNF-α ou anti-IL-1 marcados com biotina. Após 2 h, a reação foi 

revelada com solução contendo substrato cromogênico e peróxido de 

hidrogênio. A reação foi bloqueada após 20 min com ácido sulfúrico 2N. 

As densidades ópticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas (Biotek) 

com comprimento de onda de 450 nm.  

Após obtenção das DO foram determinadas as 

quantidades de IL-1β e TNF-α (pg/mL) das amostras de sobrenadantes 

celulares com auxílio do programa GraphPad Prism 5.0. 

 

 

4.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória do extrato 

 

 

Foram cultivados em cada poço da placa de 24 poços 5 x 

105 células/mL de macrófagos (RAW 264.7) em 1 mL de DMEM, por 24 h. 

Após incubação, o sobrenadante foi descartado e acrescentado meio 

fresco (DMEM + 10%SFB) acrescido de concentrações distintas do 

extrato além de lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli (Sigma) na 

concentração de 1 µg/mL em cada poço. O tratamento dos macrófagos 

com extrato e LPS foi realizado nos tempos de 5 min e 24 h. Após o 

tratamento de 5 min, os conteúdos dos poços foram retirados e 

acrescentado meio fresco. As placas de ambos os tratamentos foram 

incubadas por 24 h (37°C e 5% de CO2) para possível produção de 

citocinas.  

Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e 

armazenado sob refrigeração (-20°C) para posterior quantificação de 

citocinas inflamatórias (IL-1β e TNF-α) e óxido nítrico.  
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4.3.1 Produção de óxido nítrico 

 

 

A produção de óxido nítrico nos sobrenadantes de cultura 

de macrófagos (com LPS) foi determinada indiretamente pela 

concentração de nitrito detectada pelo reagente de Griess, composto por 

volumes iguais de três soluções (A, B e C). Antes do início do teste, os 

sobrenadantes foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 min. A solução A 

foi produzida à partir de 0,6 g de ácido sulfanílico dissolvido em 70 mL de 

água destilada quente. Após a solução ter esfriado, foram adicionados 20 

mL de ácido clorídrico concentrado e de água destilada suficiente para 

100 mL. A solução B foi produzida à partir de 0,6 g de alfa-naftalamina 

dissolvida em 20 mL de água destilada e 1 mL de ácido clorídrico. O 

volume foi completado com água destilada suficiente para 100 mL.  A 

solução C foi produzida à partir 16,4 g de acetato de sódio na forma 

hidratada em água destilada no volume de 100 mL. 

Após o preparo, 100 µL o reagente de Griess foi 

acrescentado nos poços de uma microplaca de 96 poços. A seguir, o 

mesmo volume das amostras dos sobrenadantes foi acrescentado. 

Depois de 10 min, a leitura foi realizada em leitor de microplacas com 

comprimento de onda de 570 nm. Para o cálculo da concentração no 

nitrito, foram utilizadas amostras padrão de nitrito de 23 pg/mL a 0,72 

pg/mL, constituindo uma curva-padrão. 
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4.4 Análise estatística 

 

 

Os dados que apresentaram distribuição normal foram 

analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo 

Teste de Tukey, com nível de significância de 5% (p≤0.05). Os resultados 

que não apresentaram distribuição normal foram analisados pelo teste de 

Khruskal-Wallis e pelo pteste de Dunns, com nível de significância de 5% 

(p≤0.05). 
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5 RESULTADOS 

  

 

 

 

Foram realizados testes preliminares ao biofilme de cada 

espécie a fim de estabelecer a menor concentração do extrato capaz de 

inibir o crescimento microbiano planctônico (CIM) ou eliminar cada micro-

organismo (CMM). De acordo com os resultados obtidos no teste 

planctônico, é possível perceber que o extrato foi eficaz para todos os 

micro-organismos Gram-negativos e leveduras, sendo C. dubliniensis, C. 

guilliermondii, C. krusei e C. tropicalis, do total de micro-organismos 

testados, os mais sensíveis ao extrato (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1- Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 
Microbicida Mínima (CMM) do extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. 
sobre bactérias e leveduras 
 

Extratos 
Extrato Glicólico de  

Hamamelis virginiana L.L. 

Micro-organismos CIM (% - mg/mL) CMM (% - mg/mL) 

Acinetobacter baumanii 0,3125 – 3,12 1,25 – 12,5 

Candida albicans 0,15625 – 1,56 0,625 – 6,25 
Candida dubliniensis 0,07812 – 0,78 0,3125 – 3,12 
Candida glabrata 0,15625 – 1,56 0,625 – 6,25 
Candida guilliermondii 0,03906 – 0,39 0,3125 – 3,12 
Candida krusei 0,01953 – 0,19 0,3125 – 3,12 
Candida tropicalis 0,03906 – 0,39 0,3125 – 3,12 

Enterococcus faecalis >5 - 50 >5 - 50 
Escherichia coli 1,25 – 12,5 2,5 - 25 
Klebsiella pneumoniae 1,25 – 12,5 1,25 – 12,5 
Staphylococcus aureus >5 - 50 >5 - 50 
Streptococcus mutans >5 - 50 >5 - 50 
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 Em seguida, os biofilmes foram desenvolvidos e, por meio 

de testes-piloto, pode-se perceber que, para alguns micro-organismos, no 

período de 5 min de contato do extrato com o biofilme, havia pouca ou 

nenhuma redução. Dessa forma, para esses micro-organismos, os 

biofilmes expostos pelo período de 5 min ao extrato, foram tratados com 

as maiores concentrações do mesmo. Já no período de 24 h, foram 

utilizadas a CMM, CMM X 2 e CMM X 4 de cada micro-organismo. 

Sendo assim, os testes microbiológicos realizados 

demonstraram que o biofilme de A. baumanni tratado por 5 min e 24 h 

com extrato glicólico de H. virginiana L. apresentou redução significativa 

com relação ao controle, mesmo quando testadas as menores 

concentrações da substância (Figura 1). 
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Figura 1- Biofilme de Acinetobacter baumannii tratado com extrato glicólico de 
Hamamelis virginiana L. pelo pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

Com relação ao biofilme de E. coli, foi possível observar 

que, com as mesmas concentrações do extrato para os diferentes tempos 

de exposição do biofilme, foi obtida redução do número de UFC/mL, com 

médias de redução de 98,12% , no tempo de 24 h e 81,03%  no tempo de 

5 min (Figura 2). 
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Figura 2- Biofilme de Escherichia coli tratado com extrato glicólico de Hamamelis 

virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 

 

 

As maiores concentrações do extrato em contato com 

biofilme de E. faecalis pelo período de 5 min apresentaram redução 

média de 57,95% do número de UFC/mL e 70,12% para 24 h de 

exposição (Figura 3). 
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Figura 3- Biofilme de Enterococcus faecalis tratado com extrato glicólico de 

Hamamelis virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
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O biofilme de K. pneumoniae apresentou redução 

estatisticamente significativa quando exposto pelo período de 5 min às 

maiores concentrações do extrato (52,26%). Em adição, no período de 24 

h e em menores concentrações, o percentual de redução foi de 89,68% 

(Figura 4). 
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Figura 4- Biofilme de Klebsiella pneumoniae tratado com extrato glicólico de Hamamelis 

virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 

 

 

Sobre o biofilme de S. aureus também foi observada 

redução do número de UFC/mL no período de 5 min (55,19%). Já em 24 

h de exposição nota-se maior redução, de 97,97% (Figura 5). 
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Figura 5- Biofilme de Staphylococcus aureus tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

S. mutans, quando em biofilme, exibiu redução do 

número de UFC/mL nos dois tempos, com diminuição de 75,25% em 5 

min e 92,32% em 24 h de contato (Figura 6). 
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Figura 6- Biofilme de Streptococcus mutans tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

Os resultados do extrato sobre os biofilmes das bactérias 

Gram-positivas são estimulantes, já que os mesmos micro-organismos 

em contato com diferentes concentrações do extrato, quando em fase 

planctônica, foram indiferentes. 
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Além das espécies de bactérias Gram-positivas e Gram 

negativas avaliadas, seis espécies de leveduras do gênero Candida 

também foram testadas no presente estudo. 

C. albicans foi submetida às maiores concentrações do 

extrato no tempo de 5 min, obtendo-se uma redução de 80,90%. Já por 

24 h de contato com menores concentrações do extrato, o biofilme desse 

micro-organismo reduziu em 94,17% o número de UFC/mL (Figura 7).  
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Figura 7- Biofilme de Candida albicans tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

No tempo de 5 min de exposição ao extrato, o biofilme de 

C. dubliniensis exibiu considerável redução na contagem do número de 

colônias, 98,29%, sendo observado resultado semelhante para o tempo 

de 24h, em média 99,99% (Figura 8). 
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Figura 8- Biofilme de Candida dubliniensis tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 

 

 

Para o biofilme de C. glabrata, observou-se redução de 

86,72% e 99,67% do número de UFC/mL, respectivamente, em 5 min e 

24 h de exposição ao extrato (Figura 9). 
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Figura 9- Biofilme de Candida glabrata tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

C. guilliermondii apresentou redução média de 60,49% 

em 5 min, obtendo-se aumento desse valor no período de 24 h, sendo 

este de 97,38%. 
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Figura 10- Biofilme de Candida guilliermondii tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

Todas as concentrações do extrato testadas sobre o 

biofilme de C. krusei tanto no período de 5 min quanto de 24 h de 

exposição foram efetivas, com percentuais de redução de 49,28% e 

73,35%, respectivamente (Figura 11). 
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Figura 11- Biofilme de Candida krusei tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

Os resultados obtidos com o tratamento de C. tropicalis 

foram de 89,85% de redução para o tempo de 5 min e 62,79% para o 

tempo de 24 h. É importante observar que, mesmo quando utilizado em 
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menores concentrações no período de 24 h, o extrato apresentou 

redução satisfatória (Figura 12). 
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Figura 12- Biofilme de Candida tropicalis tratado com extrato glicólico de Hamamelis 
virginiana L. pelos períodos de 5 min e 24 h. 
 

 

Após obtenção dos resultados para redução dos biofilmes 

microbianos, foram realizados testes para verificação da possível 

toxicidade celular causada pelo extrato de H. virginiana L. Pode-se 

observar que a viabilidade celular obtida entre os grupos controle e 

tratado foi estatisticamente semelhante quando as células foram expostas 

ao extrato pelo período de 5 min, sendo a média de viabilidade dos 

grupos de 107,70%. Já no período de 24 h de exposição ao extrato, todas 

as concentrações, exceto 100 mg/mL, mostraram resultados iguais ou 

superiores de viabilidade celular, com média de 120%. Tais resultados 

podem ser observados na figura 13. 
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Figura 13- Percentual de viabilidade celular de macrófagos (RAW 264.7) tratados com 
diferentes concentrações do extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. pelo periodo de 
5 min e 24 h. 

 

 

Também foram realizados testes para quantificação de 

óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α, para três 

concentrações do extrato glicólico de H. virginiana L. nos tempos de 5 

min e 24 h e na presença ou não de LPS de E. coli. 

Os valores obtidos para IL-1β dos grupos tratados com 

extrato pelo periodo de 5 min, não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos controle e tratados, tanto para os grupos com LPS como 

sem LPS, quando comparados os valores em pg/mL (p= 0,4289). Esses 

resultados afirmam que o extrato controlou a produção dessa citocina e 

pode ser considerado agente anti-inflamatório (Tabela 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



44 
 

Tabela 2- Quantificação de citocina Interleucina-1β (IL-1β) por 

macrófagos de camundongo (RAW 264.7) tratados com extrato glicólico 

de Hamamelis virginiana L. pelo período de 5 minutos 
GRUPOS Concentração média corrigida (pg/mL) ±desvio padrão 

Controle com LPS 0±0 

100 mg/mL LPS 0±0 

50 mg/mL LPS 0±0 

25 mg/mL LPS 0±0 

Padrão 328,2025583 ± 338,3098466 

Controle  0±0 

100 mg/mL 0,184532 ± 0,553596 

50 mg/mL 0±0 

25 mg/mL 0±0 

. 

No periodo de 24 h de exposição das células à diferentes 

concentrações apenas do extrato, pode-se observar que quanto maior a 

concentração do extrato, maior a produção de IL-1β. O grupo tratado com 

100 mg/mL de extrato apresentou aumento da produção dessa 

substância quando comparado ao controle. Para os grupos tratados com 

extrato acrescidos de LPS, houve redução da produção de IL-1β pelas 

células em 99,62% (Figura 14). 
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Figura 14- Quantificação de citocina Interleucina-1β (IL-1β) por macrófagos de 
camundongo (RAW 264.7) tratados com extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. 
acrescidos ou não de LPS de E. coli pelo período de 24 horas (pg/mL). 
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Na quantificação de TNF-α pode-se observar que os 

grupos tratados com extrato pelo periodo de 5 min, mas sem acréscimo 

de LPS, os grupos 50 mg/mL e 25 mg/mL foram significativamente iguais 

ao controle, mostrando que o extrato não influenciou na produção desta 

citocina. Entretanto, a maior concentração do extrato houve redução da 

produção desta substância ainda menor que o controle, 46,54%.  Da 

mesma forma, para os grupos tratados com extrato acrescidos de LPS, 

também foi possível observar que quanto menor a concentração do 

extrato, mais citocina é produzida, embora tenha havido uma média de 

redução de 89,44% com relação ao controle (Figura 15). 
 

Quantificação de TNF-  5min sem LPS

CONTROLE 100 50 25
0

50

100

150

200

250

300

350

**

*
*

*
p<0.0001

Concentração do extrato em mg/mL

D
e
n

s
id

a
d

e
 Ó

p
ti

c
a
 (

p
g

/m
L

)

Quantificação de TNF-  5min LPS

CONTROLE 100 50 25
0

250
500
750

1000
1250
1500
1750
2000
2250
2500
2750
3000

p<0.0001

*
** *

**

*

Concentração do extrato em mg/mL

D
e
n

s
id

a
d

e
 Ó

p
ti

c
a
 (

p
g

/m
L

)

 
Figura 15- Quantificação de citocina TNF-α por macrófagos de camundongo (RAW 
264.7) tratados com extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. acrescidos ou não de 
LPS de E. coli  pelo período de 5 minutos (pg/mL). 

 

Já no periodo de 24 h, tanto os grupos tratados apenas 

com extrato quanto os tratados com extrato e LPS apresentaram 

produção de TNF-α estatisticamente menor do que o controle, mostrando 

que além de o extrato não auxiliar na produção desta substância, ainda a 

reduziu, sendo os valores médios de diminuição de 86,25% e 99,93% 

respectivamente para os grupos sem e com LPS (Figura 16). 
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Figura 16- Quantificação de citocina TNF-α por macrófagos de camundongo (RAW 
264.7) tratados com extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. acrescidos ou não de 
LPS de E. coli pelo período de 24 horas (pg/mL). 
 

Quanto à citotoxicidade provocada pela produção de 

óxido nítrico, todos os grupos tratados apenas com extrato por 5 min 

apresentaram resultados signitficativamente iguais ao controle, provando 

que o extrato não influenciou na produção dessa substância pelos 

macrófagos. Resultados similares foram obtidos para os grupos tratados 

com extrato e LPS (Figura 17). 
                                                                                 

 
Figura 17- Quantificação de óxido nítrico por macrófagos de camundongo (RAW 264.7) 
tratados com extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. acrescido ou não de LPS de E. 
coli pelo período e 5 min. 
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Assim como para o período de 5 min, não foi observada 

citotoxicidade pela produção de óxido nítrico pelos macrófagos, quando 

em contato pelo período de 24 h. Os grupos tratados com maiores 

concentrações do extrato e LPS apresentaram aumento da quantidade de 

óxido nítrico, fator que pode estar relacionado à ampla atividade 

antimicrobiana observada tanto nos testes do planctônico como em 

biofilme (Figura 18). 

  
Figura 18- Quantificação de óxido nítrico por macrófagos de camundongo (RAW 264.7) 
tratados com extrato glicólico de Hamamelis virginiana L. acrescido ao não de LPS de E. 
coli pelo período e 24 horas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Extratos de plantas ou substâncias extraídas de vegetais 

estão sendo frequentemente utilizadas no combate à diversos micro-

organismos causadores de doenças, inclusive os relacionados à cárie, 

doença periodontal e formadores de biofilme (Palombo, 2011). 

O hamamelitano é um composto da famíla dos taninos, 

que são polifenóis naturais encontrados na casca e folhas de H. 

virginiana L., um arbusto de folhas decíduas, nativo de florestas da região 

leste da América do Norte e Canadá. Nas folhas e casca dessa planta 

são encontradas, respectivamente, 0.04% e 5% de hamamelitano. 

Antigamente, H. virginiana L. era frequentemente utilizada pela população 

indígena para alívio da dor, febre e resfriados. Atualmente é usada em 

produtos de cuidados com a pele e no tratamento dermatológico de 

queimaduras solares, irritação cutânea e eczema atópico. H. virginiana L. 

possui, ainda, ação biológica cicatrizante, anti-inflamatória e adstringente 

conferidos pela presença de taninos e flavonoides. A ação antimicrobiana 

de H. virginiana L. também é relatada em alguns trabalhos, 

principalmente para micro-organismos do gênero Staphylococcus, pois 

age sobre o quorum sensing, levando a redução da virulência desses 

micro-organismos (Korting et al., 1993; Korting et al., 1995; Brantner, 

Grein, 1994; Cobrado et al., 2012; Hortolan et al., 2014). Concentrações 

inferiores a 100 M de hamamelitano inibem o fator de necrose tumoral 

endotelial mediada por apoptose, já a 50 M possui alta atividade contra 

danos celulares induzidos por peróxidos ou radiação ultra-violeta  (Masaki 

et al., 1995; Habtemariam, 2002). 

Vários estudos estão sendo realizados para obtenção da 

sensibilidade de micro-organismos, in vitro e in vivo, a fármacos 
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convencionais e medicamentos alternativos, como os fitoterápicos. Desse 

modo, inúmeros métodos estão sendo utilizados para encontrar a CIM e 

CMM de micro-organismos, como o do disco difusão, diluição em agar e 

microdiluição em caldo, o qual se enquadra nos testes realizados no 

presente trabalho. 

Os resultados obtidos neste estudo demonstram menor 

ação do extrato sobre os micro-organismos Gram-positivos na fase 

planctônica, quando comparados aos obtidos para bactérias Gram-

negativas (3,12 – 25 mg/mL). Tais resultados corroboram com os 

alcançados por Brantner e Grein (1994) que, por meio do método da 

microdiluição em caldo e da utilização de 35 extratos diferentes, dentre 

eles o aquoso de cascas de H. virginiana L. sobre S. aureus, E. faecalis, 

Bacillus subtilis e E. coli, obtiveram resultados de CIM superiores para 

micro-organismos Gram-positivos (0.08-30.7 mg/ml) se comparados aos 

Gram-negativos (0.07-25.7 mg/ml). Os autores afirmam que os extratos 

testados apresentam grande potencial para o tratamento de infecções e 

lesões de pele e que resultados ainda melhores podem surgir de futuros 

estudos. 

Iauk e colaboradores em 2003 avaliaram, dentre outros, 

decocção e extrato metanólico de folhas de H. virginiana L. sobre 

bactérias periodontopatogênicas, e puderam comparar a ação inibitória 

dos extratos testados à espiramicina, um clássico antibiótico da classe 

dos macrolídeos frequentemente utilizado na odontoterapia.   Destacam, 

ainda, que H. virginiana L. é uma planta medicinal com ótima atividade 

antimicrobiana sobre a maioria das espécies testadas, tendo o extrato 

metanólico apresentado melhores resultados quando comparado à 

decocção. Sobre bactérias Gram-negativas, o extrato metanólico teve 

efeito sobre Eikenella corrodens na concentração de 32 mg/L e sobre 

quase todas as cepas de Porphyromonas gingivalis testadas, pois uma 

apresentou CIM de 2048 mg/L; além de inibir Prevotella spp. em 

concentrações ≤ 512 mg/L e Actinomyces spp. com CIM entre 32-128 
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mg/L. Altas concentrações do extrato foram necessárias para inibir  V. 

parvula  (CIM 2048 mg/L),  Capnocytophaga gingivalis (CIM 4096 mg/L) e 

também para Fusobacterium nucleatum e Peptostreptococcus spp. (CIM 

2048 mg/L), sendo este último considerado um micro-organismo 

resistente a vários antibióticos de uso odontológico. A decocção, embora 

tenha apresentado menor efeito sobre as cepas testadas, proporcionou 

atividade antimicrobiana confirmada sobre P. gingivalis, Prevotella spp., 

E. corrodens e Actinomyces spp. Com relação à CBM, o extrato 

metanólico de H. virginiana L. testado sobre cepas de P. melaninogenica 

e A. odontolyticus não apresentou atividade bactericida (CBM ≥ 16384 

mg/L). 

Embora tanto os extratos como as bactérias Gram-

negativas testadas no presente estudo sejam diferentes das avaliadas por 

Iauk e colaboradores em 2003, houve relação entre os resultados, já que 

o extrato glicólico de H. virginiana L. apresentou menor percentual de 

redução quando testado sobre o biofilme de K. pneumoniae (52,26% e 

89,68%) pelo período de 5 min e 24 h, respectivamente; e quando 

comparado aos resultados obtidos pelas outras bactérias, sendo A. 

baumannii 99,09% e 99,18% e E. coli 98,12% e 81,03%. 

O hamamelitano é uma substância natural que quando 

utilizada de forma isolada ou em associação a outros antibióticos 

proporcionou atividade antibiofilme, principalmente, sobre cepas padrão 

de S. aureus e S. aureus meticilina resistentes (MRSA) e S. epidermidis, 

bactérias sabidamente formadoras de biofilme. A ação dessa substância 

é devido ao poder de inibição de alguns mecanismos considerados 

fatores de virulência como o quorum sensing e adesão à superfícies. 

Como resultados, os autores obtiveram que a associação entre o 

hamamelitano (20 µg/mL) e vancomicina e clindamicina apresentou maior 

inibição da formação de biofilme, quando comparado à ação de cada 

componente de forma isolada, podendo, a substância inibidora de quorum 

sensing, como o hamamelitano, aumentar a eficácia dos fármacos 
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convencionais, alcançando tratamento mais eficaz em infecções in vivo 

(Brackman et al., 2011; Kiran et al., 2008; Bassyouni et al., 2015). 

Cobrado et al. (2012) realizaram estudos para verificar a 

ação antimicrobiana de três compostos, dentre eles o hamamelitano, 

sobre o sistema quorum sensing de cepas padrão e clínicas de A. 

baumanni, C. albicans, S. aureus e S. epidermidis, micro-organismos 

frequentemente envolvidos na formação de biofilme em catéter venoso 

central. Dessa forma, puderam verificar que hamamelitano na 

concentração de 100 mg/mL reduziu significativamente a atividade 

metabólica do biofilme de A. baumannii em 31,8%, S. aureus em 23% e 

S. epidermidis em 42,2% e para C. albicans, resultados inconclusivos 

foram obtidos, embora em menores concentrações hamamelitano tenha 

sido fungistático.  

Embora no presente estudo não se tenha utilizado o 

hamamelitano purificado, obteve-se bons resultados com o extrato 

glicólico de H. virginiana L. sobre as cepas de A. baumannii e Candida, 

principalmente C. albicans. 

Kiran e colaboradores em 2008 avaliaram a ação do 

hamamelitano em ratos Wistar, nos quais foi desenvolvida infecção por 

MRSA e S. epidermidis meticilina resistentes (MRSE). Testes 

preliminares realizados in vitro evidenciaram que o hamamelitano não 

apresentou ação antimicrobiana sobre as cepas testadas, considerando 

que a ação da ampicilina sobre S. aureus é de 0,1 g/mL e que do 

hamamelitano foi 12.500 vezes maior sem apresentar inibição do 

crescimento celular. Em contradição, a presença do hamamelitano, in 

vivo, controlou a carga microbiana e na concentração de 20 µg da 

substância já não havia crescimento microbiano. Além disso, os autores 

comprovaram que a presença do hamamelitano dificulta a adesão 

microbiana sobre a superfície do poliestireno.  

Com relação à atividade citotóxica de H. virginiana L., 

Masaki e colaboradores, em 1995 estudaram a ação citotóxica de 
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diversas concentrações do hamamelitano sobre fibroblastos epiteliais 

observando que com o aumento da concentração da substância, menor 

atividade citotóxica havia. 

Sánchez-Tena e colaboradores, em 2012 encontraram 

surpreendíveis resultados ao testarem a ação citotóxica de diferentes 

concentrações do hamamelitano sobre células saudáveis e cancerígenas 

de cólon uterino. Verificaram, para células anômalas, redução de 

viabilidade celular indiretamente proporcional ao aumento da 

concentração de hamamelitano. Já para células saudáveis, alta 

viabilidade celular foi encontrada. Outros autores supõem que taninos e 

proantocianinas sejam as substâncias responsáveis pela ação sobre 

células tumorais (Maldonado-Celis et al.,2008; McDougall et al., 2008). 

Oliveira et al., em 2011 testaram, dentre outras, a 

atividade citotóxica de diferentes concentrações de extratos glicólicos de 

alcaçuz, barbatimão, cavalinha e romã. Obtiveram como resultados que o 

extrato de cavalinha foi o único a apresentar viabilidade celular inferior a 

50% em algumas das concentrações testadas. Em contrapartida, o 

extrato de barbatimão apresentou grupos com viabilidade celular 

superiores ao controle (100%). Uma observação importante é que não 

existe relação entre a concentração do extrato e a viabilidade celular, pois 

existem menores concentrações que apresentam viabilidade reduzida e 

vice-versa, quando comparados os grupos. 

 Sendo assim, de forma geral, o presente estudo 

proporcionou valores de viabilidade celular acima de 50%, com a maior 

sobrevida nos grupos tratados com extrato por 24 h, embora neste tempo 

e na concentração de 100 mg/ mL, a viabilidade tenha sido inferior a 50%. 

Trabalho realizado por Jesus e colaboradores, em 2015 encontrou igual 

resultado na mesma concentração (100 mg/ mL) com extrato glicólico de 

Persia americana sobre macrófagos tratados pelo período de 5 min de 

exposição ao extrato.  
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Além da atividade citotóxica em macrófagos avaliada por 

Oliveira, em 2011, o mesmo autor realizou a quantificação de citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1β) produzidas pelas células. Dois de seus extratos, 

glicólico de romã e barbatimão, apresentaram as maiores quantidades 

desta substância, tendo os dois outros grupos apresentado resultados 

iguais ao controle. 

No presente estudo, a produção de citocina IL-1β pelos 

grupos tratados foi comparada ao controle e resultados significativamente 

iguais foram obtidos tanto para os dois tempos quanto para a presença 

ou ausência de LPS, sendo possível notar que não houve a produção 

dessa substância pelos macrófagos (RAW 264,7). Além disso, também 

foi notado o que Korting e colaboradores em 1993 encontraram em seu 

estudo, que com o aumento da concentração do extrato não existe 

avanço da atividade biológica.  

Estudo realizado por Habtemariam em 2002 verificou a 

produção de TNF-α por células endoteliais tratadas com hamamelitano e 

observou que maiores concentrações da substância levavam à menor 

produção de TNF-α. Tais resultados corroboram com os obtidos no 

presente trabalho que, mesmo não tendo utilizado a substância isolada e 

a mesma célula como material de estudo, obteve resultados semelhantes 

tanto para os macrófagos tratados por 5 min ou 24 h, como os tratados 

com ou sem LPS. 

A produção de óxido nítrico por macrófagos também foi 

realizada no presente trabalho. O óxido nítrico é uma substância que 

pode ser produzida por várias células e possui diferentes atividades 

biológicas, como transmissão de estímulos nervosos, coagulação 

sanguínea, pode atuar na modulação de respostas inflamatórias quando 

produzido em altas concentrações (Moncada et al., 1991). Nitrito, nitrato, 

nitrosaminas e peroxinitrito, são alguns de seus metabólitos ativos 

responsáveis por efeitos tóxicos como inibição da respiração mitocondrial, 

danos protéicos, incluindo danos à moléculas de DNA. Como 
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consequência desses efeitos, podem ser observadas alterações 

genéticas, perda de função protéica, morte celular e necrose tecidual 

(Lima et al., 2008).  

Contra micro-organismos e células tumorais, o óxido 

nítrico é um componente tóxico que pode levar à morte ou inibição 

desses corpos estranhos, entretanto, pode levar à vasodilatação 

patológica e danos teciduais no hospedeiro. Estudos recentes revelam 

que, por meio de estímulo de macrófago murinos com TNF-α, essas 

células produziram grande quantidade de óxido nítrico, sendo possível 

que reativos intermediários gerados por essa substância desempenhem 

função sobre as atividades tumoricida e microbicida (Moncada et al., 

1991). A produção de óxido nítrico por células teciduais do pulmão e 

fígado, por exemplo, quando em contato com LPS da membrana externa 

de bactérias Gram-negativas, está intimamente ligada à imunidade 

inespecífica, já que ambos os órgãos estão estrategicamente alocados na 

circulação para servir como filtros imunológicos (Carlos et al., 2005). 

Estudos revelam toxicidade óxido nítrico-dependente 

gerada por macrófagos, hepatócitos e células de adenocarcinoma. Em 

adição, sobre a viabilidade celular e proliferativa, o óxido nítrico pode 

desempenhar um importante papel na regulação normal de células 

mitóticas, embora possa agir sobre algumas enzimas do ciclo celular, e 

de acordo com estas, gerar consequências citotóxicas ou citostáticas 

(O’Connor, Moncada, 1991). 

O óxido nítrico está envolvido na patogenicidade de 

muitas doenças inflamatórias crônicas por tratar-se de uma substância 

intimamamente ligada a processos inflamatórios. A superprodução de 

citocinas pró-inflamatórias e mediadores inflamatórios resultam em 

patologias associadas a doenças inflamatórias crônicas como artrite 

reumatoide, aterosclerose, diabetes e câncer. Por outro lado, a inibição 

do óxido nítrico e de mediadores pró-inflamatórios talvez seja uma útil 

estratégia clínica para o tratamento de uma infinidade de doenças 
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inflamatórias. O lipopolissacarideo é a substância de maior estímulo 

inflamatório de macrófagos que desencadeia a produção de citocinas pró-

inflamatórias como fator de necrose tumoral e IL1-β. As células RAW 

264.7 são macrófagos murinos de camundongo utilizadas como excelente 

modelo in vitro para triagem de drogas e avaliação do potencial inibidor 

de vias de sinalização, especialmente quando estimuladas com LPS (Li et 

al., 2015). 

Em estudo realizado por Li e colaboradores, em 2015, ao 

testarem, dentre outros parâmetros, a produção de óxido nítrico por 

macrófagos RAW 267.4 tratados com herbacetin, um flavonóide natural 

extraído de algumas espécies vegetais, na presença ou não de LPS 

puderam observar uma redução progressiva do óxido nítrico, com relação 

ao controle, quando tratadas com herbacetin. 

Tabarsa e colaboradores, em 2015, avaliaram a ação de 

uma substância imunoestimuladora (NF) extraída de Codium fragile, uma 

espécie de alga marinha, sobre macrófagos RAW 264.7 e puderam 

observar um aumento da produção de óxido nítrico por essas células 

quando estimuladas com LPS e tratadas com NF sendo os níveis 

comparados aos das células tratadas apenas com LPS, indicando uma 

forte atividade estimulante. 

Sendo assim, os resultados obtidos no presente estudo 

corroboram com os obtidos por Tabarsa et al. (2015) e vão de encontro 

com os obtidos por Li et al. (2015) para os sobrenadantes das células em 

contato prévio com LPS e extrato pelo período de 5 min,  são valores 

significativamente iguais ao controle negativo, ou seja, sem a presença de 

nitrito. Entretanto, os sobrenadantes das células que permaneceram em 

contato por 24 h com o extrato acrescido de LPS, apresentaram 

resultados semelhantes ao padrão ou controle positivo, mostrando maior 

produção de óxido nítrico por essas células, embora, para a concentração 

de 50 mg/mL de extrato (com ou sem LPS) não tenha havido aumento 
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dessa substância, bem como para os resultados obtidos no tempo de 5 

min sem contato das células com LPS. 

 Dessa forma, é possível afirmar que existem ainda 

inúmeras vertentes de pesquisas que podem ser realizadas com extratos 

de H. virginiana L. e que o presente estudo apontou algumas dessas, 

mostrando que esta é uma espécie vegetal de grande importância 

farmacológica devido às suas vastas ações biológicas conhecidas, sendo 

seus extratos potenciais medicamentos para o tratamento de infecções 

superficiais, orais e sistêmicas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

O presente trabalho mostrou que o extrato glicólico de 

Hamamelis virginiana L.: 

a) apresentou ação antimicrobiana sobre os micro-

organismos testados, tanto na fase planctônica quanto 

em biofilme monotípico; 

b) manteve ou elevou a viabilidade celular de macrófagos 

RAW 264.7; 

c) não levou à produção de citocinas pró-inflamatórias 

pelos macrófagos, bem como para óxido nítrico, 

ocorrendo, por vezes, redução dessas substâncias. 
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ANEXO A – Certificado de Análise do Extrato Glicólico de Hamamelis 
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