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RESUMO 

 

 

Pesquisas recentes têm mostrado compostos bioativos como responsáveis por 

efeitos farmacológicos de plantas. Dentre muitas, a Eugenia dysenterica tem 

apresentado efeitos antioxidante, antifúngico, antidiarreico, atividade inibitória sobre 

a enzima tirosinase e potencial efeito para tratamentos gástricos. Este estudo teve 

como objetivo avaliar os efeitos da Eugenia dysenterica em cultura primária de 

células de mucosa gengival e ligamento periodontal. Foi estabelecido cultura 

primária das células e ensaio de MTT foi realizado em linhagens celulares de 

mucosa gengival e ligamento periodontal humanos, testando nove concentrações de 

fração acetônica do extrato de folhas de Eugenia dysenterica. As concentrações de 

41,5 e 8,3µg/mL apresentaram menor citotoxicidade em células gengivais (p<0,05), 

porém foram citotóxicas para as linhagens do ligamento periodontal. Na 

concentração de 83µg/mL a fração acetônica de folhas do extrato de Eugenia 

dysenterica não apresentou ação antifúngica para Candida albicans. Como controle 

positivo foi utilizado o digluconato de clorexidina nas concentrações de 0,12% e 

0,2%. O digluconato de clorexidina apresentou intensa citotoxicidade para as células 

gengivais quando comparadas ao extrato de Eugenia dysenterica (p<0,05). O ensaio 

de ferida com as células gengivais mostrou que não houve indução do fechamento 

da ferida pós tratamento com Eugenia dysenterica, assim como também diminuiu a 

motilidade das células após o tratamento. O ensaio de mineralização foi evidenciado 

com vermelho de alizarina S e Von Kossa para as células de ligamento periodontal 

tratadas com o extrato de Eugenia dysenterica e estas não apresentaram 

diferenciação e capacidade de mineralização. Frente aos resultados, concluiu-se 

que o extrato de Eugenia dysenterica não se apresentou citotóxico para as células 

gengivais, porém nas concentrações utilizadas inibiu a proliferação e motilidade de 

células gengivais, alterou a morfologia celular e não apresentou efeito osteogênico 

para as células do ligamento periodontal. 

Palavras-chave: Eugenia dysenterica; cultura primária de células; mucosa gengival; 

ligamento periodontal. 



 
 

ABSTRACT 

 

 

Recent research has determined bioactive compounds as responsible for 

pharmacological effects of plants. Among all, the Eugenia dysenterica has shown 

antioxidant, anti-fungal and anti-diarrheal effects, inhibitory activity on the enzyme 

tyrosinase and potential effect on gastric treatments. This study aimed to evaluate 

the effects of Eugenia dysenterica in primary culture of gingival mucosa and 

periodontal ligament cells. First, the primary culture of cells were established and 

MTT assay was performed both cell lines. Nine concentrations of Eugenia 

dysenterica extract were used. The concentrations of 41.5 and 83μg/mL showed less 

cytotoxicity in gingival cells (p <0.05), but were cytotoxic to the periodontal ligament 

samples. The concentration of 83μg/mL Eugenia dysenterica extract had no 

antifungal effects on Candida albicans. As a positive control, chlorhexidine 

digluconate was used at concentrations of 0.12% and 0.2%. Chlorhexidine was 

severe cytotoxic to gingival cells when compared to the Eugenia dysenterica extract 

(p <0.05). The healing assay with gingival and periodontal ligament cells showed no 

induction of wound closure after treatment with Eugenia dysenterica, as well as 

decreased the motility of the cells after treatment. Alizarin Red S and Von Kossa 

staining were used to evidence the mineralization of periodontal ligament cells 

treated with the extract Eugenia dysenterica but there was no or mineral deposits on 

these cells after the treatment. Based on the results, it was concluded that the 

Eugenia dysenterica extract were not cytotoxic to gingival cells. However, the 

concentrations used inhibited proliferation and motility of cells, modified cellular 

morphology and did not have osteogenic effect for periodontal ligament cells. 

Key Worlds: Eugenia dysenterica; primary culture of cells; gingival mucosa; 

periodontal ligament. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O uso terapêutico de plantas é registrado desde a antiguidade pelas 

civilizações da China, Índia, Egito e Grécia. Existem evidências históricas e 

arqueológicas de que as propriedades curativas das plantas medicinais já eram 

conhecidas há 60.000 anos. A Artemisia annua, como exemplo, foi descrita pela 

primeira vez na China durante a Dinastia Mawangdui Han, entre 206 a.C. a 220 d.C. 

(1, 2). Os egípcios, há mais de 4.000 anos, sabiam como preparar diuréticos, 

vermífugos, purgantes e antissépticos de origem natural. É possível, portanto, que 

os nossos ancestrais tenham aprendido o valor terapêutico das plantas (3, 4). 

A fitoterapia é um método racional e alopático, empregado no tratamento de 

várias doenças. Estudos realizados com fitoterápicos utilizados em medicina vêm 

mostrando a eficácia de plantas medicinais no tratamento de doenças tais como o 

câncer (5-7), doença de Alzheimer (8), doença pulmonar obstrutiva crônica(9), 

diarreia e cólera (10), malária (11), estomatite (12), e doença periodontal (13-15). 

No Brasil é largamente difundida a utilização de plantas medicinais em todas 

as regiões do país, muitas vezes sem oferecer uma garantia de qualidade, ter efeitos 

terapêuticos comprovados, composição padronizada e segurança de uso para a 

população (16, 17). No país há o senso comum de que “medicamento natural se não 

fizer bem, mal não faz”, e de que tudo o que é natural é necessariamente benéfico. 

Porém, a planta medicinal é um xenobiótico, ou seja, um produto estranho ao 

organismo com finalidades terapêuticas. Esses produtos, ao serem introduzidos no 

organismo sofrem biotransformação e podem provocar efeitos adversos e toxicidade 

(18). Por isso, associando a medicina popular à tecnologia científica, podemos 

analisar e comprovar os efeitos de plantas medicinais sobre doenças existentes. 

Dessa forma, contribuindo para o desenvolvimento de biofármacos e o 

restabelecimento da saúde. E o Brasil, possuindo uma imensa biodiversidade 

vegetal, é um país com grande potencial de estudos na área. 
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Alguns estudos já vêm sendo realizado em espécies vegetais advindas dos 

biomas do Brasil, sendo este considerado um país de maior diversidade biológica 

por abrigar cerca de 10% das formas viventes no planeta, o que pode representar 

cerca de 1,5 milhão de espécies existentes, entre vertebrados, invertebrados, 

plantas e microrganismos (19-22). 

Dentre os biomas do país, o Cerrado é o segundo mais importante, ocupando 

uma área de 1,8 milhões de Km2, o que representa cerca de 25% do território 

brasileiro, estendendo-se principalmente pelos Estados de Minas Gerais, Goiás, 

Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Maranhão, Piauí e Distrito 

Federal. Muitas espécies nativas do Cerrado fornecem frutos com altas 

concentrações de nutrientes, desempenhando papel importante na economia e 

nutrição da população desta região. Os caules, folhas e frutos nativos são 

comercializados na forma de doces, sorvetes, sucos e licores, e empregados 

também na medicina popular (23-25). Estudos in vitro e in vivo dessas plantas do 

Cerrado tem sido explorado com o objetivo de investigar as ações biomoleculares e 

efeitos em células, tecidos animais e microrganismos, como por exemplo a citronela, 

a canela (26), o alecrim-pimenta (27), o barbatimão (28), o gengibre (29), o boldo 

(30) e a cagaita (31). 

A Eugenia dysenterica, também conhecida como cagaita, foi relatada em 

diferentes estudos apresentando potencial antifúngico (32), antioxidativo (33) e 

citoprotetor (31). Uma vez que estudos anteriores mostraram efeitos de plantas em 

tecidos animais e em microrganismos, esse trabalho tem como proposta a utilização 

da Eugenia dysenterica, uma planta pertencente ao cerrado brasileiro, em células de 

mucosa gengival e ligamento periodontal humano, visto que são necessários 

estudos para que sejam conhecidos os efeitos biológicos sobre esses tecidos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 TECIDOS PERIODONTAIS 

 

O periodonto é um conjunto de tecidos que sustentam e protegem os dentes 

(Figura 1), sendo constituído por tecidos de origem epitelial e conjuntivo. O 

periodonto pode ser dividido em periodonto de proteção, que é constituído pela 

gengiva marginal e papilar, e periodonto de inserção, composto por cemento, 

ligamento periodontal e osso alveolar (34). A gengiva recobre os processos 

alveolares e protege os tecidos subjacentes. O ligamento periodontal é o tecido da 

porção radicular do dente que liga o osso alveolar ao cemento. O cemento é um 

tecido conjuntivo frouxo formado por fibras inseridas no osso alveolar e cemento. O 

cemento é um tecido mineralizado que recobre a dentina radicular inserindo as fibras 

do ligamento periodontal. O osso alveolar reveste o alvéolo e também insere as 

fibras do ligamento periodontal, garantindo a sustentação do dente em seu alvéolo 

(35, 36).  

As células do ligamento periodontal incluem os fibroblastos, cementoblastos, 

osteoblastos e células-tronco progenitoras. Os fibroblastos são as células mais 

comuns no ligamento periodontal, as quais sintetizam e secreram colágeno e 

apresentam-se em formato fusiforme ao longo das fibras colágenas. Os 

cementoblastos e restos epiteliais de Malassez, originados da bainha epitelial de 

Hertwig, e os osteoblastos encontram-se na superfície do cemento e osso alveolar, 

respectivamente (36). 

McCulloch e colaboradores, 1987 (37), descreveram que o tecido periodontal 

tem capacidade de se remodelar, evidenciado pelo seu rápido turnover. E eles 

apresentaram a evidência de que existam células-tronco progenitoras presentes no 

ligamento periodontal. Durante o reparo periodontal, devido à inflamação crônica, é 

necessário que estejam disponíveis tais células e que esteja presente os sinais 
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responsáveis pela diferenciação. As células células-tronco progenitoras, têm 

características pluripotentes capazes de secretar as proteínas da matriz extracelular, 

dentre elas as fibras colágenas que se organizam, e se diferenciarem em 

osteoblasto, cementoblasto e fibroblasto, participando no reparo tecidual (38, 39).  

 

 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo do dente e seus tecidos de suporte periodontal. A: Na figura 
observamos o dente no alvéolo dentário. O cemento (amarelo) revestindo a raiz do dente e a 
disposição das fibras do ligamento periodontal (vermelho) entre o cemento e o osso alveolar. B: 
Imagem histológica de corte axial da raiz dentária e seus tecidos de suporte. Fonte: Próprio autor. 

 

 

A periodontite é uma doença periodontal inflamatória destrutiva dos tecidos 

que sustentam os dentes. Esta patologia leva à dor, deficiência na mastigação, 

comprometimentos estéticos e sistêmicos, além de ser a principal causa de perda de 

dentes em humanos e a mais prevalente associadas à perda óssea (40). 

Após instalação da periodontite, o organismo começa uma série de eventos 

biológicos na tentativa de reparar os tecidos perdidos. Desta forma, há a tentativa do 

organismo em reconstruir os tecidos e restaurar as funções originais, conhecida 

como regeneração (41). 
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Atualmente o tratamento de periodontite e reparo dos tecidos periodontais 

têm sido um desafio. O principal objetivo do tratamento periodontal é regenerar a 

estrutura de suporte e formar novo osso alveolar, cemento e ligamento periodontal 

(42). Atualmente o tratamento da doença periodontal envolve procedimentos de 

debridamento mecânico (raspagem e alisamento radicular), terapias químicas com o 

objetivo de alterar o biofilme dentário que induz as respostas inflamatórias 

destrutivas (34). Em casos mais avançados a utilização das chamadas técnicas de 

regeneração periodontal, tais como regeneração tecidual guiada, enxertos ósseos, 

uso de biomateriais, e aplicação de fatores de crescimento têm sido usado na 

tentativa de recuperar os tecidos perdidos (38, 43), muitas vezes associada à 

administração de antibióticos de ação sistêmica (44).  

Clinicamente, o tratamento periodontal convencional, não cirúrgico e cirúrgico, 

geralmente leva a melhorias significativas, tais como o controle do processo 

inflamatório, a diminuição da profundidade de sondagem das bolsas periodontais e 

ganho de inserção clínica. Para casos de ganho em quantidade óssea, o tratamento 

periodontal regenerativo constitui o tratamento ideal, porém acontece uma perda 

significativa de inserção clínica (42). É importante também salientar que o processo 

de reparo dos tecidos periodontais só pode ser demonstrado e confirmado pelo 

estudo histológico (42).  

Assim, as indicações e resultados do tratamento periodontal convencional 

nem sempre são bem sucedidos e apresentam limitações. Dessa forma, avanços em 

biologia molecular e medicina regenerativa têm trazido novas abordagens em 

engenharia tecidual e terapias baseadas em genes de reparo dos tecidos 

periodontais (45, 46). Para isso, estudos com plantas e seus compostos têm sido 

descritos com o intuito de reparar os tecidos periodontais e curar as doenças 

acometidas nesses tecidos (15). 
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2.2  PLANTAS MEDICINAIS E A UTILIZAÇÃO EM ODONTOLOGIA 

 

 

A incorporação e a importância do uso de plantas medicinais e fitoterápicos 

no Sistema Único de Saúde (SUS) aconteceu em 2003 durante a 1ª Conferência 

Nacional de Medicamentos e Assistência Farmacêutica (47). Em julho de 2008, 

realizado em Brasília, o Fórum de Práticas Integrativas e Terapias Complementares 

em Odontologia regulamentou o uso da fitoterapia na odontologia brasileira, prática 

esta que, uma vez inserida poderá elevar consideravelmente a redução de custos do 

SUS (48). Assim sendo, torna-se importante viabilizar pesquisas que têm como 

princípio o uso de plantas sobre a prática de cuidados com saúde no país. Pensando 

assim, o Brasil se torna um grande potencial para pesquisa devido à sua ampla 

biodiversidade, considerando a complementaridade e a integração entre os 

conhecimentos advindos das práticas populares e os conhecimentos desenvolvidos 

pela ciência e tecnologia na perspectiva de desenvolvimento sustentável. 

Recentemente, medicamentos à base de plantas tem recebido atenção 

considerável como opções terapêuticas no tratamento de inúmeras doenças (49-51). 

Os pesquisadores têm investigado e determinado os compostos bioativos como 

responsáveis pelos efeitos farmacológicos de plantas medicinais, e vários 

fitoquímicos foram estudados para determinar os efeitos terapêuticos de produtos 

naturais (52).  

Na literatura é possível encontrar relatos sobre a utilização de plantas 

medicinais para doenças bucais, apresentando propriedades relevantes para a 

odontologia. Na medicina oral, plantas e seus compostos têm sido estudados para 

tratar doenças periodontais, lesões orais, cáries e infecções (53).  

Estudos recentes têm demonstrado efeitos das plantas na atividade anti-

inflamatória e reparativa de tecidos gengivais (54). Rodanant e colaboradores, 2015 

(55), avaliaram a ação do extrato de folhas de Murraya paniculata (Murta-de-cheiro) 

contra microrganismos da cavidade oral e constataram potentes propriedades anti-

inflamatórias, utilizando fibroblastos gengivais humanos e monócitos. Lins e 
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colaboradores, 2013 (56), consideraram satisfatórios o uso de Matricaria recutita 

(Camomila) e de Schinus terebinthifolius (Aroeira) na redução do quadro de 

inflamação por gengivite, reduzindo significativamente o sangramento gengival. 

Além disso, também observaram redução no índice de placa bacteriana presente 

nos indivíduos estudados.  

Meckelburg e colaboradores, 2014 (57), relataram a ação de Coffea 

canephora no controle do biofilme dental. A planta causou lise bacteriana e por 

consequência houve liberação de cálcio para o meio bucal, podendo concluir a ação 

da planta em microrganismos bucais, sendo considerado o potencial anticariogênico 

e  antimicrobiano natural. Além disso, a mineralização e diferenciação osteogênica 

em cultura primária de células do ligamento periodontal, foi relatada com a utilização 

de diferentes tipos de plantas em estudo in vitro e in vivo, apresentando expressões 

gênicas e proteicas (15).  

Além disso, a presença de compostos fenólicos em plantas tem sido bastante 

estudada por apresentarem atividades farmacológicas e por inibirem a oxidação 

lipídica e a proliferação de fungos (15, 58, 59). Há evidências de que compostos 

fenólicos exercem efeitos moduladores em células pela ação seletiva em diferentes 

componentes das cascatas de sinalização intracelular, vitais para funções como o 

crescimento, proliferação e apoptose (60). Os compostos fenólicos são referidos 

como polifenóis, e podem ser classificados basicamente como: os ácidos fenólicos, 

flavonoides, taninos, e cumarinas.  Alguns tipos de compostos fenólicos são pouco 

distribuídos e encontrados em número reduzido na natureza, e alguns não se 

encontram livres nos tecidos vegetais, portanto são solúveis em água e em 

solventes orgânicos, como no caso dos taninos. Os taninos possuem alto peso 

molecular e dá aos alimentos a sensação de adstringência. Estudos indicaram que 

os taninos inibem o consumo alimentar, no entanto, estudos recentes concluem que 

ele diminui a conversão de nutrientes absorvidos. Além disso, os taninos têm como 

propriedade a ação antioxidante, que é importante na proteção dos danos oxidativos 

celulares (61, 62). Os flavonoides são os compostos mais abundantes na dieta 

humana, sendo responsáveis por mais da metade dos compostos que ocorrem 

naturalmente, e possuem um baixo peso molecular. Já está bem reconhecido que os 

flavonoides possuem atividades antitumoral, de agregação antiplaquetária, 
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antialérgica, anti-inflamatória, e antibacterianas. Além disso, os flavonoides exibem 

um potencial para a indução de diferenciação celular e mineralização (63, 64). 

No entanto, o uso de plantas para o tratamento de doenças bucais ainda não 

se tornou rotina. Tal fato se deve aos poucos estudos realizados, faltando 

comprovação científica acerca da eficácia e segurança em seu uso. Dessa forma, 

contando com uma biodiversidade de plantas presente no bioma brasileiro, é de 

grande relevância científica e econômica as pesquisas para a descoberta de novas 

possibilidades terapêuticas para o uso de fitoterápicos em Odontologia. 
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2.3 EUGENIA DYSENTERICA 

 

Dentre as inúmeras plantas nativas que apresentam potencial de utilização 

popular e comercial, encontra-se a Eugenia dysenterica, uma árvore pertencente à 

família Myrtaceae, popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira, devido à 

capacidade laxativa de seu fruto. A cagaiteira é uma árvore de altura mediana (4 a 

10m) (Figura 2), que apresenta frutos como uma esfera achatada de casca frágil e 

cor amarela brilhante. No interior apresenta polpa suculenta e sementes achatadas 

na cor creme, a qual tem sido utilizada para fins alimentícios, sendo consumida in 

natura (65), ou processada para a produção de sorvetes, doces, geleias, licores, 

álcool e vinagre (66-68).  

 

 

 

Figura 2. Eugenia dysenterica: Folhas e árvore da cagaiteira jovem. Planta localizada na 

cidade de Uberlândia, Minas Gerais, Brasil. Fonte: próprio autor. 
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De todas as características físicas, a polpa mostrou ser a mais importante 

para a exploração econômica, com alto rendimento de 86,4%, porém, apresentou 

um baixo valor energético, associado ao baixo teor de macro nutrientes. A Eugenia 

dysenterica é fonte de vitamina C e folatos (B9), mas apresentou baixo teor de 

carotenoides, sendo a provitamina A a principal encontrada (23, 69). O pH do fruto é 

ácido e apresenta uma alta concentração de água em torno de 90%, carboidratos e 

lipídios (70). 

O uso alimentar da Eugenia dysenterica é bastante difundido na região 

centro-oeste do Brasil, sendo consumido in natura, com apenas algumas 

precauções em relação à quantidade ingerida. Estudos recentes fornecem suporte 

para alguns dos efeitos descritos pela população. Estudos de Roesler e 

colaboradores, 2007 (71), indicam a presença de compostos com alto potencial 

antioxidante nos extratos das frações das frutas. Seus estudos também observaram 

que o fruto é bastante susceptível à fermentação e a exposição ao sol acelera esse 

processo tornando a Eugenia dysenterica um laxante natural. Ainda, suas folhas são 

usadas tradicionalmente no tratamento de diarreia, desordens dos sistemas 

genitourinário, cardiovasculares e como cicatrizante (72). 

Em recente estudo, Galheigo e colaboradores, 2016 (73), relacionaram o óleo 

essecial a partir das folhas de Eugenia dysenterica com a capacidade de alterar a 

secreção intestinal e o processo de absorção, resultando em um efeito antidiarreico. 

Tal resultado sugere que a ação das folhas não se dá pelos componentes 

polifenóicos e sim pelos componentes voláteis. Lima e colaboradores, 2010 (74), 

demonstraram que a atividade antidiarreica do extrato de folhas de Eugenia 

dysenterica está associada ao aumento da motilidade gastrointestinal em 

camundongos, aproximadamente 28%, sem causar diarreia. O efeito laxativo parece 

estar relacionado a um peptídeo ainda não identificado presente na Eugenia 

dysenterica. Nas análises hematológicas e histopatológicas não foram observadas 

alterações celulares e toxicidade nos mamíferos avaliados, comparado aos laxantes 

comerciais. Cecilio e colaboradores, 2012 (75), também demostraram que o extrato 

das folhas revelaram potencial atividade in vitro em rotavírus e fungos, o que 

confirma a sua utilização farmacológica para tratar diarreia e disenteria.  



28 
 

O óleo essencial das folhas é ricos em sesquiterpenos, como o β-cariofileno e 

o α-humuleno, e monoterpenos, como o limoneno e o alfatugeno, apresentando 

propriedades antifúngicas à cagaita (32, 76, 77). Além disso, polpas congeladas 

exibem elevada α-glicosidase e atividade inibitória da α-amilase, representando um 

potencial fármaco para o tratamento de diabetes (78). 

Vieira e colaboradores, 2012 (79), reportaram o uso das folhas de Eugenia 

dysenterica como alarmante ao uso de chás utilizados frequentemente pela 

população para o tratamento de diarreia. Seus estudos indicam que o extrato 

liofilizado da cagaita exibiu efeito citotóxico e genotóxico nos eritrócitos 

policromáticos em células de medula óssea de camundongos, quando em doses 

elevadas. Lima e colaboradores, 2011 (80), também analisaram o comportamento in 

vivo de folhas, encontrando que o extrato etanólico e a infusão de folhas de Eugenia 

dysenterica foram tóxicos à ratos Wistar. 

Em 2012, Souza e colaboradores, 2012 (22), relataram pela primeira vez a 

ação do extrato de Eugenia dysenterica em células da pele, demonstrando ausência 

de efeito citotóxico, sobretudo em queratinócitos e fibroblastos. Seus estudos 

revelaram uma potencial atividade inibitória sobre a enzima tirosinase, podendo ser 

utilizado como clareamento da pele ou cosmético para terapia antimelanogênica.  

Prado e colaboradores, 2014 (31), evidenciaram o potencial biofarmacológico 

do extrato liofilizado das folhas da cagaiteira. O estudo demonstrou um efeito de 

proteção da mucosa gástrica de lesões por HCl/etanol. Tal efeito parece se dar pela 

ação antioxidante e de compostos sulfídricos endógenos, e a presença de taninos 

condensados. 

Em estudo recente, Avila e colaboradores, 2016 (81), mostraram ação 

antioxidativa e citoprotetora do extrato de Eugenia dysenterica em macrófagos de 

alvéolos pulmonares de murinos expostos ao cromo hexavalente, um metal tóxico 

que favorece a morte celular por apoptose. Além disso, em estudo in vivo, relataram 

um aumento da sobrevida de camundongos que foram expostos a uma dose letal de 

cromo. Com tratamento profilático utilizando o extrato, observaram a redução dos 

níveis de cromo nos rins, fígado e plasma, e prevenção de alterações hepáticas e 

renais.  
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Coletivamente, estes efeitos antioxidante, antifúngico, e citoprotetor da 

Eugenia dysenterica sobre tecidos humanos ainda parecem estar em 

desenvolvimento. No entanto, sugerem um bom potencial para a sua aplicação 

terapêutica em diversas doenças, inclusive nas que acometem os tecidos dentários. 

 

 

2.4  EUGENIA DYSENTERICA E TECIDOS PERIODONTAIS 

 

Até o presente, os efeitos da Eugenia dysenterica em tecidos dentários 

humanos ainda não foram descritos na literatura. Com a finalidade de melhor 

utilização desta planta do cerrado como um biofármaco, este estudo tem como 

objetivo avaliar os efeitos da Eugenia dysenterica em cultura primária de tecidos 

periodontais humanos, especificamente de células de mucosa gengival e ligamento 

periodontal humanos, para, assim, oferecer uma nova abordagem terapêutica 

segura e eficaz para o tratamento de doenças na Odontologia.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL: 

 

Avaliar os efeitos da Eugenia dysenterica em cultura primária de células da 

mucosa gengival e do ligamento periodontal em humanos.  

 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

3.2.1 Estabelecer cultura primária de células da mucosa gengival e do ligamento 

periodontal de dentes com indicação de exodontia; 

3.2.2 Avaliar a viabilidade celular da cultura primária estabelecida dos tecidos 

dentários, após tratamento com a fração acetônica do extrato aquoso de folhas de 

Eugenia dysenterica (FAED); 

3.2.3 Estabelecer as concentrações ideais da FAED para tratamento dos tecidos de 

musosa gengival e ligamento periodontal; 

3.2.4 Analisar a morfologia celular da cultura primária de células dos tecidos após 

tratamento com FAED; 

3.2.5 Avaliar o potencial de proliferação e migração de células de mucosa gengival 

após tratamento com FAED; 

3.2.6 Investigar o papel da FAED na mineralização e diferenciação osteogênica das 

células do ligamento periodontal. 

3.2.7 Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana do digluconato de clorexidina 

combinado com a FAED. 
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4 METODOLOGIA 

 

 

4.1 OBTENÇÃO DE MUCOSA GENGIVAL E LIGAMENTO PERIODONTAL 

HUMANOS E ESTABELECIMENTO DE CULTURA PRIMÁRIA DE CÉLULAS  

 

As mucosas gengivais e ligamentos periodontais humanos foram obtidos a 

partir de dentes extraídos com indicação clínica e cedidos pelos pacientes, 

acompanhados por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido, seguindo as recomendações da Resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde. Esse projeto foi aprovado pelo comitê de ética da Faculdade de 

Ciências da Saúde da Universidade de Brasília, de número CAAE: 

35371514.5.0000.0030. 

Participaram desse estudo 10 indivíduos com idade entre 18 e 24 anos, de 

ambos os sexos e saudáveis, que não apresentavam alterações sistêmicas ou 

locais, e nem fazem uso de medicamentos, durante o tempo de execução da 

pesquisa, além de apresentarem boa higiene. Somente as células do ligamento 

periodontal e da mucosa gengival foram utilizadas na presente pesquisa. Os 

fragmentos remanescentes foram descartados como lixo biológico. 

Foram selecionados dentes e regiões de terceiros molares ou pré-molares 

com indicação prévia para exodontia. Os dentes estavam íntegros e sem lesões 

cariosas ou doença periodontal, e os processos cirúrgicos foram realizados 

conforme o protocolo de biossegurança. Os dentes selecionados não passaram por 

desgastes de odontossecção ou osteotomia para não haver risco de contaminações 

dos tecidos selecionados. Imediatamente após a exodontia, os dentes e mucosas 

gengivais, removidas com lâmina de bisturi, foram colocados em tubo Falcon de 15 

mL contendo 5 mL de meio de biópsia Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

(Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 20% de soro fetal bovino (FBS) 

(Invitrogen) e 2% de Anti-Anti (Invitrogen). 
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Posteriormente, na capela de fluxo laminar, os dentes e mucosas gengivais 

foram lavados (Figuras 3A e 4A) por três a cinco vezes, durante 1 minuto, com meio 

de biópsia sobre um prato de 100 mm (Corning Incorporation, Lowell, MA, EUA).  

 

 

 

Figura 3. Etapas para cultivo celular pela técnica de explant. A: Lavagem do fragmento gengival 
com PBS. B e C: Obtenção dos fragmentos gengivais por meio de secção com lâmina de bisturi. 
D: Fragmentos dispostos em pratos de cultura de 35mm. E: Fragmentos fixados com lamínulas de 
vidro estéreis. F: Adição de 2 mL de meio de cultura. 
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Primeiramente foram coletadas as mucosas gengivais e estabelecido a 

cultura celular pela técnica de explant, ou seja, a partir da cultura de pequenos 

fragmentos da gengiva, denominados explantes. Este método também é conhecido 

por outgrowth, apresentando baixo custo e simplicidade na execução (82). No 

entanto, é necessário um período de tempo maior para que sejam estabelecidas as 

células, pois estas precisam migrar do fragmento para a placa de cultura celular. Por 

isso, há uma menor heterogeneidade devido à cultura ser constituída apenas pelas 

células que conseguem migrar do fragmento gengival (83). Após a lavagem com 

meio de biópsia, os tecidos gengivais foram particulados sobre um prato de cultura 

com a ajuda de uma pinça e lâmina de bisturi nº15 (Solidor, Suzhou, CH) (Figuras 3B 

e 3C). Os tecidos particulados foram transferidos individualmente para um prato de 

cultura de 35 mm (Corning) com o fundo preparado com ranhuras (Figura 3D) e, por 

cima dos tecidos, uma lamínula estéril para estabilização (Figura 3E). Após a 

colocação da lamínula foi acrescentado 2 mL de meio de biópsia (Figura 3F) e 

levados à incubadora à 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2 e 98% de 

umidade, para assim dar início à proliferação e obtenção de fibroblastos gengivais. 

As células de ligamento periodontal foram obtidas pela técnica de digestão 

enzimática. Essa técnica se baseia no isolamento de células por um processo de 

dissociação do tecido, tendo como vantagens o melhor aproveitamento do material 

coletado e menor tempo para obtenção do estabelecimento da cultura celular (84). 

Diferente das células gengivais, as células do ligamento periodontal apresentam 

proliferação mais lenta que estas. Foram removidos os tecidos do terço médio da 

raiz com uma cureta periodontal pouco afiada (Figura 4B). Os tecidos de ligamento 

periodontal de cada dente foram transferidos individualmente para um prato de 

cultura de 35 mm (Corning) (Figura 4C), acrescido de 3 mL da solução de 

colagenase/dispase (Figura 4D), contendo 3mg/mL de Collagenase Type I 

(Invitrogen) e 4 mg/mL de Dispase II (Invitrogen) diluídos em DMEM (Gibco®), e 

incubados a 37°C por 1h.  Após o período de incubação, a solução com o tecido foi 

aspirada com ajuda de uma seringa hipodérmica fina. Com o auxílio da própria 

seringa, a solução com o tecido foi passada pelo separador celular de 100µm de 

diâmetro (SPL Life Science) apoiado sobre um tubo Falcon de 50 mL (Figura 4E) e, 

em seguida, lavado com mais 4 mL de meio de biópsia. A solução com as células foi 

transferida para um tubo Falcon de 15 mL e centrifugada a 2500 rpm por 5 min. O 
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sobrenadante foi aspirado, ressuspendido o pellet celular em 5mL de meio de 

biópsia e transferido para uma placa (Corning) de 25 cm2 (Figura 4F), que foi 

colocada na incubadora a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2 e 98% de 

umidade. 

 

 

 

Figura 4. Etapas para cultivo celular pela técnica de digestão enzimática. A: Lavagem do 
dente com PBS. B: Remoção do ligamento periodontal com ajuda de uma cureta. C: 
Fragmentos depositados em um prato de 35mm. D: Adição de 3 mL de solução enzimática 
de colagenase/dispase. E: Solução com tecido sendo passada pelo separador celular. F: 
Prato de cultura celular com meio e células. 
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O material coletado foi armazenado em congelador a - 80°C. Posteriormente, 

as células foram descongeladas e utilizadas para os ensaios entre as passagens 

celulares 3 e 7.  

 

 

4.2 OBTENÇÃO DO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA 

 

O extrato utilizado na pesquisa foi oriundo do bioma Cerrado (em Brasília 

e entorno) e cedidos da coleção de extratos do projeto Centro-Oeste, 

pertencente ao Laboratório de Produtos Naturais da FS/UnB, sob voucher UB 

914 identificado pela Professora Doutora Sueli Maria Gomes do Instituto de 

Ciências Biológias da Universidade de Brasília. As folhas de Eugenia dysenterica 

foram coletadas e secas em temperatura ambiente. Após secagem as folhas foram 

trituradas e colocadas em infusão de 200g do material em 1L de água destilada a 

70°C em recipiente fechado. Após a infusão chegar a 40°C a solução obtida foi 

filtrada e liofilizada. O extrato bruto aquoso de Eugenia dysenterica foi obtido e 

posteriormente submetido à precipitação de substâncias por lavagem com acetona, 

utilizado como um solvente puro. Ao extrato bruto aquoso de Eugenia dysenterica, 

foi misturado 30 mL do solvente e homogeneizados, com posterior separação do 

precipitado e sobrenadante após decantação. Este procedimento foi repetido três 

vezes e, em seguida, realizada a evaporação, obtendo-se a fração acetônica do 

extrato bruto aquoso da planta. A fração obtida foi mantida sob refrigeração (- 30ºC) 

até ser usado nos testes. O rendimento do extrato bruto aquoso de Eugenia 

dysenterica foi de 9,27% e da fração acetônica foi de 1,67%. 
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4.3 TESTE DE CITOTOXICIDADE CELULAR 

 

A citotoxicidade ocasionada pela FAED foi aferida utilizando o teste de 

avaliação da atividade mitocondrial das células, que avalia a capacidade das 

enzimas mitocondriais celulares em converterem sais de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazólio) em formazam.  Assim somente as células 

viáveis têm a capacidade de fazer essa redução e por isso a absorbância medida 

corresponde às células viáveis, ou às células que não sofreram toxicidade suficiente 

para reduzir sua atividade mitocondrial. O produto de formazam apresenta uma 

coloração arroxeada diferente da cor inicial dos sais de tetrazólio que, após serem 

diluídos em solvente de veículo alcoólico, podem ter sua absorbância aferida em 

uma leitora de microplaca (Thermo Plate TP Reader) a 570 nm e comparada a 

absorbância do grupo controle.  

Com o teste MTT foram estabelecidos o tipo de extrato e a concentração para 

início do tratamento. Para isso as células foram semeadas em placas de 96 poços 

nas concentrações 5x103cel/poço, 8x103cel/poço e 1x104cel/poço, e incubadas por 

24 horas. Após esse período as células foram tratadas com extrato bruto de Eugenia 

dysenterica à 83µg/mL e 167µg/mL, fração acetônica de extrato bruto de Eugenia 

dysenterica (FAED) à 83µg/mL e 167µg/mL, e seu respectivo controle negativo 

utilizando meio DMEM acrescido 2% de FBS. Tais concentrações iniciais se deram à 

observação de estudos anteriores de nossa equipe de pesquisas proposto por Silva 

2013 (85), em seus estudos com microrganismos, e por Souza e colaboradores, 

2012 (22), em estudos da planta com queratinócitos.  

Após 24, 48 e 72 horas de tratamento as células foram retiradas da 

incubadora, e a cada 100µL de meio com extrato foram acrescentados 10 µL de 

substrato MTT (Sigma – Aldrich, EUA) em cada poço. As placas eram protegidas de 

luminosidade com papel alumínio e retornavam a incubadora e mantidas em 

condições ideais por 4 horas. Decorrido este tempo o meio com substrato de MTT foi 

aspirado de cada poço e acrescentado 100 µL de isopropanol acidificado (25mL de 

isopropanol + 104 µL HCl 100%). As placas foram agitadas em vortex na velocidade 

mínima por 10 minutos, tempo suficiente para causar a diluição dos sais de tetrazólio 
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no veículo alcoólico. Finalmente para obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento 

a absorbância das células foi aferida e comparada ao controle negativo, 

estabelecido como 100% de células viáveis.  

Após esse primeiro teste de MTT foram definidos a concentração de células 

por poço e o tipo de extrato a ser utilizado. Com isso, foram testadas variadas 

concentrações do extrato de Eugenia dysenterica para estabelecer qual a de menor 

citotoxicidade para as células gengivais. Foram assim utilizadas as concentrações 

de 0,25µg/mL, 0,5µg/mL, 1,0µg/mL, 2,0µg/mL, 4,1µg/mL, 8,3µg/mL, 20,75µg/mL, 

41,5µg/mL e 83µg/mL de fração acetônica do extrato de folhas de Eugenia 

dysenterica, seguindo o mesmo protocolo de MTT utilizado. Após o estabelecimento 

foi testada a concentração de menor citotoxicidade comparada ao controle negativo 

com meio DMEM à 2% de FBS e também ao controle positivo com o uso do 

digluconato de clorexidina à 0,12% e 0,2%.  

Com a linhagem de células do ligamento periodontal foi inicialmente realizado 

o MTT com o mesmo método utilizado para as células de mucosa gengival utilizando 

FAED na concentração de 83µg/mL. Em seguida foi realizado também o MTT com 

as concentrações de 8,3µg/mL, 20,75µg/mL, 41,5µg/mL e 83µg/mL. 
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4.4 ANÁLISE DE MORFOLOGIA CELULAR 

 

Para a análise morfológica, após o tratamento com a fração acetônica do 

extrato bruto aquoso das folhas de Eugenia dysenterica, as células foram 

analisadas em microscópio de contraste de fase e luz invertida (Zeiss Primo Vert, 

Göttingen, Alemanha), equipado com câmera digital (Zeiss ERC 5s, Göttingen, 

Alemanha) em objetiva de 4x, 10x e 20x com o software ZEN Blue Edition (Zeiss, 

Göttingen, Alemanha). 

As células gengivais foram analisadas em 24, 48 e 72 horas após o 

tratamento e as células do ligamento periodontal foram analisadas após 24 

horas, 3, 7, 14 e 21 dias após o tratamento. 
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4.5 TESTE DE FECHAMENTO DE LESÃO E MIGRAÇÃO CELULAR  

 

4.5.1 Teste de fechamento de lesão em monocamada (Scratch assay) 

 

O ensaio de scratch (fechamento de ferida) permite avaliar o efeito 

proliferativo e migratório de células sem a necessidade do uso de agentes 

quimiotáticos que podem influenciar os resultados. O resultado esperado é a 

migração celular observada pelo fechamento de uma lesão, por um dado 

período de tempo. 

 Para verificar a capacidade de fechamento de lesão e potencial de 

migração celular pós realização de ferida (scratch), as células foram plaqueadas 

em placas de 6 poços, previamente revestidas com 10 µg/mL de fibronectina 

(Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e mantidas overnight, na concentração de 1x106 

células por poço, e meio DMEM a 10% FBS. Após 24 horas foram lavadas com 

PBS e mantidas na incubadora com meio DMEM, sem adicionar FBS a fim de 

induzir a quiescência das células, ou seja, as células entram em repouso 

durante a fase de divisão celular, fazendo com que haja uma sincronização 

entre elas e uma resposta proliferativa mais homogênea (86). 

Após 48 horas fez-se uma ferida (scratch) manualmente com ponteira de 

pipeta de plástico amarelo (200 L) sobre a monocamada de células, lavadas 

com PBS e tratadas com a solução de FAED na concentração de menor 

citotoxicidade (41,5µg/mL) e controle, ambos mantidos em meio de cultura 

DMEM a 2% para reduzir a possibilidade de viés de proliferação, uma vez que o 

soro fetal bovino pode interferir nos ligantes dos receptores de interesse (86).  

A partir disso foi feito o acompanhamento fotográfico da evolução do 

fechamento da ferida, proporcionado pela migração celular, em intervalos 

periódicos nos tempos de 0, 12, 24, 36, e 48 horas em um microscópio de luz 

invertida (Zeiss Primo Vert, Göttingen, Alemanha), equipado com câmera digital 

(Zeiss ERC 5s, Göttingen, Alemanha) em objetiva de 10x. As taxas relativas de 
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fechamento das feridas foram medidas e expressas como porcentagem do 

comprimento inicial no momento zero do tratamento com o extrato em comparação 

com o controle. Para essa medida foram utilizadas áreas de 3 poços independentes 

para cada tratamento. 

 

 

4.5.2 Ensaio de Migração (Transwell Migration Assay) 

 

Motilidade é uma característica essencial de células vivas, estando a 

migração celular presente em eventos como no desenvolvimento embrionário, na 

resposta imunitária tecidual, e em processos inflamatórios (87). No ensaio de 

migração celular são obtidas quantitativamente as células que conseguem migrar 

por uma barreira física em direção à um estímulo quimioatrativo. Foi verificada a 

capacidade do extrato em alterar a migração das células de mucosa gengival 

através de uma membrana celular permeável, utilizando-se câmaras do tipo 

Transwell 6,5 milímetros (Corning Costar, Cambridge, MA, USA), contendo 

membranas de policarbonato com poros de 8µm. As câmaras foram colocadas em 

placas de 24 poços contendo 600µL de DMEM a 10% de FBS por poço. As células 

foram semeadas sobre o compartimento superior da câmara (2x106 cel./poço) e 

incubadas a 37ºC durante 24 horas. Após esse período as células foram tratadas 

com DMEM a 2% de SFB, adicionado a FAED que apresentou a menor 

citotoxicidade (41,5µg/mL), e como controle negativo foi utilizado apenas DMEM a 

2% de SFB. 

Após 48 horas do tratamento, as células que atravessaram a membrana 

foram fixadas em metanol durante 20 minutos, coradas com cristal violeta 0,2% 

durante 15 minutos, e posteriormente lavadas com PBS por 10 vezes. Após a última 

lavagem, as células da porção superior do filtro (células que não migraram) foram 

removidas com o auxílio de um cotonete para não afetar no resultado. As 

membranas contendo as células coradas que migraram foram secas e suas imagens 

foram capturadas sob microscópio de luz (Zeiss Primo Vert, Göttingen, Alemanha), 
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equipado com câmera digital (Zeiss ERC 5s, Göttingen, Alemanha). As 

fotomicrografias foram tomadas com ampliação de 4x para a contagem do número 

de células que migraram, utilizando o software de análise de imagem ZEN (Carl 

Zeiss Microscopia GmbH, Gottingen, Alemanha). 

 

 

4.6 ENSAIO DE DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA 

 

Para verificar se a fração acetônica do extrato de Eugenia dysenterica 

interfere na formação de nódulos de mineralização por células dos tecidos dentários, 

foi usado meio indutor (MI) para diferenciação osteogênica, composto por meio α-

MEM acrescido de 10% de FBS, 10mM β-glicerofosfato (BG), 10nM de 

dexametasona (DEX) e 50 µg/mL de ácido ascórbico (AA). Para o ensaio de 

diferenciação osteogênica, as células foram cultivadas em placa de 12 poços na 

concentração de 1x105cel/poço, durante 14 e 21 dias. Foram realizados os ensaios 

de coloração por Vermelho de Alizarina S e Von Kossa.  

 

 

4.6.1 Coloração por Vermelho de Alizarina S 

O ensaio de coloração por Vermelho de Alizarina S é empregado para 

visualizar estruturas calcificadas. Devido à alta afinidade do corante aos sais de 

cálcio, o ensaio é utilizado em cultura celular para auxiliar na identificação de 

depósito mineral de células estudadas. O resultado obtido é a visualização de uma 

estrutura com coloração avermelhada sobre a placa de cultura celular. 

Para verificar se o extrato de Eugenia dysenterica interfere na formação de 

nódulos de mineralização por células do ligamento periodontal, após 14 e 21 dias de 

cultivo com meio indutor para diferenciação osteogênica, as células foram lavadas 

gentilmente com PBS, fixadas com formalina 10% em PBS, durante 1 hora, à 

temperatura ambiente e incubadas com vermelho de alizarina S a 2% (Sigma 

Aldrich®), pH 4.2, durante 1 hora à temperatura ambiente, para evidenciação dos 
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nódulos de mineralização. As células foram divididas em 4 grupos: Grupo Controle, 

utilizando meio de cultivo DMEM à 10% FBS; Grupo FAED, tratando as células com 

83µg/mL de FAED; Grupo FAED+MI, tratando as células com 83µg/mL de FAED e 

meio indutor; e Grupo MI, tratando apenas com o meio indutor. Os depósitos de 

minerais apareceram corados em vermelho. 

 

 

4.6.2 Coloração por Von Kossa 

O princípio da coloração por Von Kossa é uma reação de precipitação em que 

os íons de prata reagem com fosfato. A degradação fotoquímica de fosfato de prata 

para prata ocorre na presença de luz. Este método não é específico para o próprio 

cálcio, mas as placas de cultura celular são tratadas com uma solução de nitrato de 

prata e a prata é depositada por substituição do cálcio, e por isso pode ser 

visualizada com uma coloração prata metálica (88).  

Para o ensaio de Von Kossa, após 21 dias, os poços foram lavados com 1mL 

de PBS e as células foram fixadas com etanol 100% por 30 minutos em temperatura 

ambiente. Após, as células foram reidratadas passando pela seguinte sequência: 

Etanol 100%, 90%, 80%, 70% e 50%, permanecendo por 5 minutos em cada 

concentração. As células foram lavadas com água destilada e acrescentado Nitrato 

de Prata 5% a 37°C por 1 hora no escuro, envolto com papel alumínio. As células 

foram lavadas novamente com água destilada e as placas foram expostas à luz de 

um negatoscópio por 24 horas até que o depósito de mineral sofresse um 

endurecimento e fosse evidenciado pela cor prata. Com essa coloração foi 

comparado o grupo controle com o grupo tratado com o extrato.  
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4.7 ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA EUGENIA DYSENTERICA 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar in vitro a atividade 

antimicrobiana de digluconato de clorexidina 0,2 % e 0,12 % combinado à 83 e 41,5 

µg da fração acetônica do extrato aquoso de folhas de Eugenia dysenterica contra 

Candida albicans 40277, microrganismo comumente associado a candidíase oral. 

 

4.7.1 Condições de cultura e padronização 

A cepa de referência verificada quanto ao perfil de sensibilidade foi uma 

linhagem de origem American Type Culture Collection (ATCC), Candida albicans 

40277. O isolado liofilizado de levedura foi ressuspendido em meio líquido 

Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai, Índia), em ambiente estéril e incubado à 

28°C por 24 horas. Decorrido o período de ativação, foi feito uma cultura de 

propagação em meio inclinado, incubando-se por 24 horas à 28oC novamente. 

Então, foi realizada uma suspensão direta de colônias em 5 mL de solução salina 

estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%), ajustada com espectrofotômetro, 

acrescentando-se solução salina suficiente para obter a transmitância equivalente a 

densidade celular de uma solução-padrão da escala 0,5 de McFarland em 

comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento fornece uma suspensão-

padrão de levedura contendo 1 x 106 a 5 x 106 células por mL. A suspensão de 

trabalho foi produzida fazendo-se uma diluição 1:50 seguida de uma diluição de 1:20 

da suspensão-padrão com meio líquido para se obter o inóculo 2X concentrado 

usado no teste (de 1 x 103 a 5 x 103 UFC/mL) resultando em um inóculo de 0,5 x 103 

a 2,5 x 103 unidades formadoras de colônias (UFC/mL).  
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4.7.2 Método de Difusão em Disco 

A atividade antimicrobiana do digluconato de clorexidina combinado à fração 

acetônica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica foi testada na linhagem de 

Candida albicans, pelo método de difusão em disco. Esse método é recomendado 

pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), em que a 

concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração 

detectada visualmente que inibiu o crescimento do microrganismo (89). Esta técnica 

fornece resultados qualitativos de padrão de resposta quanto à sensibilidade de 

cepas frente a concentrações pré-estabelecidas de uma droga antimicrobiana e, a 

partir desta resposta, é possível agrupar o microrganismo como sensível ou 

resistente (90).  

Da suspensão padronizada de microrganismo, foi inoculado 100 µL sobre 20 

mL de meio de cultura sólido por meio de espalhamento em placas de petri de 90x15 

cm de diâmetro preparadas previamente, esperando-se a completa secagem do 

inóculo sobre o ágar. Em seguida, dispensou-se os discos contendo as substâncias 

teste tomando o cuidado para uma vez depositados não movê-los mais, pois a 

difusão pode ser instantânea. Assim, as placas contendo leveduras receberam 1 x 

103 a 5 x 103 UFC/mL. Em seguida, foram dispensados discos papel estéril 

(Wattman), com 6,0 mm de diâmetro que foram impregnados com 20 μL das 

preparações de concentrações de 0,2 e 0,12% de digluconato de clorexidina sozinho 

ou associado à 83 e 41,5 μg de derivado vegetal por disco, posteriormente as placas 

foram invertidas e incubadas à 28ºC durante 24 horas. Decorrido o período de 

incubação, o diâmetro das zonas de inibição foi mensurado em milímetros com um 

paquímetro. Foi considerada como CIM, a menor concentração do agente 

sensibilizante que inibiu o crescimento do microrganismo avaliado, pela observação 

da presença de halos de inibição.  

Como controle positivo para os ensaios, foram empregados discos das 

substâncias padrão fluconazol 32 µg/disco. Como controle negativo, foram utilizados 

discos impregnados com o solvente usado na diluição das amostras que foi a água. 

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. Os resultados foram 

calculados pela média acrescido do desvio padrão dos halos produzidos pelas 

amostras testadas. 
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4.7.3 Método de Microdiluição em Caldo 

 

O método de microdiluição em caldo é considerado apropriado para monitorar 

quantitativamente o potencial de um agente ativo (91, 92). 

Para o teste de microdiluição em caldo, o digluconato de clorexidina foi diluído 

com água ultra pura esterilizada, de forma a obter uma solução de 0,4%, a qual foi 

diluída em série com concentrações finais no meio de cultura em cada poço 

variando de 0,2 até 0,0001%. Para a fração resultante do fracionamento do extrato 

aquoso de Eugenia dysenterica, fez-se uma solução com uma concentração de 167 

µg/mL a qual foi diluída em conjunto com a solução descrita anteriormente e 

semelhantemente testada a concentrações que foram de 0,04 até 83 μg/mL.  

 O perfil de susceptibilidade das amostras foi verificado utilizando-se 

microplacas com 96 poços, com volume de 100 µL de meio de cultura líquido 

contendo o inóculo padronizado 2x concentrado ao qual foi adicionado 100 µL das 

amostras avaliadas procedendo-se uma diluição seriada e obtendo-se assim 

concentrações decrescentes. 

Poços contendo apenas meio de cultura líquido e o inóculo foram preparados 

para possibilitar o controle da viabilidade dos microrganismos. Além deste, também 

foi acrescentado poços de esterilidade, sendo utilizados poços contendo apenas o 

meio de cultura estéril. Para o controle positivo utilizou-se fluconazol nas 

concentrações de 800 até 0,39 μg/mL. 

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa à 28ºC. Cumprido o 

período de incubação, aos poços foram adicionados 30 μL de Resazurina (Sigma-

Aldrich) a 0,01% e, após 4h de reincubação, foi realizada leitura visualmente. A 

presença ou ausência de crescimento microbiano foi revelada por meio deste ensaio 

colorimétrico; sendo demonstrada resposta positiva de atividade por meio da 

coloração roxa, que indica a ausência de células viáveis, e resposta negativa de 

atividade por meio da coloração amarela, que indica presença de células viáveis. 

Para cada teste foram realizados ensaios em triplicata. Este indicador é reduzido a 

resofurina, que ao reagir promove coloração rosa demonstrando que há viabilidade 
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celular e quando não ocorre reação permanece azul indicando inexistência de 

metabolismo celular (93). Além disso, este método colorimétrico tem a vantagem de 

permitir leitura diretamente visual, além de ser um método de baixo custo, fácil e 

reproduzível (94). 

 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada em oitoplicatas independentes para os 

testes de citotoxicidade e em triplicatas independentes para os demais 

experimentos. Os resultados de citotoxicidade, viabilidade e proliferação celular 

foram analisados por meio de análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 

comparação múltipla de Tukey’s. Para a análise da migração celular foi optou-se por 

aplicar o test T de Student. Todos os testes estatísticos foram realizados com o 

programa GraphPad versão 5.0 para Windows. O critério de significância será o 

valor p < 0,05. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA EM CÉLULAS 

DE MUCOSA GENGIVAL 

 

Após 24, 48 e 72 horas de tratamento das células de mucosa gengival com o 

extrato bruto e fração acetônica de extrato bruto de Eugenia dysenterica, e as três 

concentrações de células por poço, foi realizado o teste de citotoxicidade celular. A 

concentração que apresentou o melhor resultado de viabilidade celular foi a 

concentração de 1x104cél/poço. Além disso, foi determinado que a fração acetônica 

do extrato apresentava menor citotoxicidade, quando comparado ao tratamento com 

o extrato bruto. Ainda, como resultado, a concentração de 83µg/mL de fração 

acetônica apresentou menor citotoxicidade quando comparada com a concentração 

de 167µg/mL.  

Todos os resultados com o extrato bruto de Eugenia dysenterica e todos os 

resultados com a concentração de 167µg/mL apresentaram elevada toxicidade às 

células gengivais e de ligamento periodontal. Por esse motivo, foram excluídos os 

testes com este tipo de extrato e com essa concentração. 

Dentre as nove concentrações testadas, apenas as concentrações de 

20,75µg/mL e 41,5µg/mL em 24 e 48 horas resultaram em aumento da viabilidade 

celular comparadas ao grupo controle (Figura 5 e 6). Todas as outras sete 

concentrações não apresentaram toxicidade celular em 24 e 48 horas. Em 72 horas 

todas as concentrações não demonstraram citotoxicidade, exceto a concentração de 

83µg/mL que apresentou toxicidade, reduzindo a viabilidade das células de mucosa 

gengival para 60% (Figura 7). Apesar de todos os extratos testados não serem 

citotóxicos após 72 horas de tratamento, esses resultados não foram 

estatisticamente significantes e por isso não podemos dizer que a ação citotóxica é 

tempo-dependente. O tratamento com a concentração de 41,5µg/mL em 48 horas 
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resultou em aumento celular de 31% comparado ao grupo controle e foi 

estatisticamente significante (p<0,05). Esses dados da porcentagem de viabilidade 

celular podem ser observados na tabela 01. 

 

 

Tabela 1. Avaliação da atividade citotóxica de nove concentrações de fração 

acetônica de extrato de Eugenia dysenterica em linhagem celular de mucosa 

gengival. 

Concentrações 

(FAED) µg/mL 

Células Viáveis (%) 

24 horas 48 horas 72 horas 

0,25 78,8 94,2 78,2 

0,5  80,7 90,3 72,5 

1,0  81,0 96,5 79,1 

2,0  88,0 91,1 76,6 

4,1  91,0 95,5 80,4 

8,3  87,2 94,4 79,9 

20,75  99,0 112,1 82,4 

41,5  102,9 131,0* 84,4 

83  82,0 84,9 60,6 

Os resultados representam a média de células viáveis tratadas com a concentrações de fração 

acetônica do extrato. (*p<0,05 versus controle; teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s). 
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Figura 5. Avaliação do efeito citotóxico de nove concentrações de fração acetônica de 

Eugenia dysenterica em células de mucosa gengival em 24 horas. CTRL = controle. 

 

 

MTT de células gengivais (48 horas)
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Figura 6. Avaliação do efeito citotóxico de nove concentrações de fração acetônica de 

Eugenia dysenterica em células de mucosa gengival em 48 horas. CTRL = controle. 

(*p<0,05 versus controle; teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s). 
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MTT de células gengivais (72 horas)

C
TR

L
0,

25 0,
5

1,
0

2,
0

4,
15 8,

3

20
,7

5
41

,5 83

0

50

100

150

Concentrações Fração Acetônica de Eugenia dysenterica (µg/mL)

%
 c

é
lu

la
s
 v

iá
v
e
is

 

Figura 7. Avaliação do efeito citotóxico de nove concentrações de fração acetônica de 

Eugenia dysenterica em células de mucosa gengival em 72 horas. CTRL = controle. 
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5.2 AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA FRAÇÃO ACETÔNICA 

COMPARADA COM O DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NAS LINHAGENS DE 

MUCOSA GENGIVAL. 

 

Após 24 e 48 horas do tratamento das células, o resultado do MTT evidenciou 

como estatisticamente significante a alta toxicidade da CHX comparadas com o 

grupo controle, enquanto a FAED apresentou baixa toxicidade (p<0,05) (Figura 8). 

Após 72 horas tanto a CHX quanto a FAED apresentaram resultados 

estatisticamente significantes com alta toxicidade em ambos (p<0,05), sendo, após 

esse tempo, a FAED mais tóxica que a CHX para as células gengivais. Além desses 

dados, foi observado também como resultado o aumento da viabilidade celular 

quando associado FAED e CHX. Em 24, 48 e 72 horas, foi observada a baixa 

toxicidade da associação das soluções quando comparado com o controle negativo, 

controle positivo e a FAED isolada. Esses dados foram estatisticamente 

significativos em 72 horas, e em 48 horas entre a associação de FAED e CHX 0,2% 

(p<0,05), sendo visto, portanto, que a FAED diminui a toxicidade da CHX (Figura 8). 

Os resultados são representados pelos gráficos da figura 8. 

 

Tabela 2. Avaliação da atividade citotóxica de FAED à 41,5 µg/mL e digluconato 

de clorexidina (CHX) em células de mucosa gengival. 

Concentrações 
Células Viáveis (%) 

24 horas 48 horas 72 horas 

FAED 41,5 µg/mL 55,7* 49,4* 32,3* 

CHX 0,12%  46,9* 39,9* 37,2* 

CHX 0,2% 43,5* 43,1* 43,5* 

FAED + CHX 0,12% 75,7 78,9 75,0* 

FAED + CHX 0,2% 76,5 67,6* 66,5* 

Os resultados representam a média de células viáveis tratadas com FAED, CHX e a 

associação das duas soluções em células de mucosa gengival (* p<0,05 versus controle; 

teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s). 
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Figura 8. Efeito citotóxico de FAED e CHX em células de mucosa gengival. CTRL: controle DMEM 

2%; 1: FAED 41,5µg/mL + DMEM 2%; 2: CHX 0,12% + DMEM 2%; 3: CHX 0,2% + DMEM 2%; 4: 

FAED 41,5µg/mL + CHX 0,12% + DMEM 2%; 5: FAED 41,5µg/mL + CHX 0,2% + DMEM 2%. (* 

p<0,05 versus controle; teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s) 
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5.3 CITOTOXICIDADE DA FAED EM CÉLULAS DE LIGAMENTO PERIODONTAL 

 

Foi realizado o ensaio de MTT com as células de ligamento periodontal 

utilizando a concentração de 83µg/mL de FAED como tratamento para o tempo de 

24 horas. Sugere-se que a FAED não tenha apresentado toxicidade às células de 

ligamento periodontal, no entanto, tal ensaio não foi estatisticamente significante 

(Figura 9). 
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Figura 9. Avaliação do efeito citotóxico de FAED 

83µg/mL em 24 horas. CTRL = Controle; FAED = 

Fração acetônica de Eugenia dysenterica à 83µg/mL. 

 

Outro ensaio de MTT, ainda com a linhagem de células do ligamento 

periodontal, foi realizado utilizando as concentrações de 8,3µg/mL, 20,75µg/mL, 

41,5µg/mL e 83µg/mL de FAED em 24 horas de tratamento. Os resultados sugerem 

que a concentração de 8,3µg/mL não causa citotoxicidade para as células do 

ligamento periodontal, porém, a única dosagem que apresentou resultado 

estatisticamente significativo foi a concentração de 83µg/mL (Figura 10). Essa 

concentração apresentou baixa citotoxicidade com 74,8% de células viáveis. As 

concentrações de 20,75 e 41,5µg/mL apresentaram 80,2 e 89,3% de células viáveis, 

respectivamente. 
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Figura 10. Avaliação do efeito citotóxico de FAED em células do ligamento 

periodontal. CTRL = controle (* p<0,05 versus controle; teste One-way ANOVA, 

Postest Turkey’s). 

 

 

 

5.4 MORFOLOGIA CELULAR DE CÉLULAS DA MUCOSA GENGIVAL E 

LIGAMENTO PERIODONTAL TRATADAS COM FAED 

 

Em aumento de 10x foi observado que quanto maior o tempo de exposição 

das células à Eugenia dysenterica, maior a alteração da morfologia celular (Figura 

11). No aumento de 20x, 48 horas após o tratamento, observou-se o início de 

alterações morfológicas celulares, com a presença de vacúolos, como demonstra a 

figura 12. Nela observamos a retração celular, com perda de aderência com as 

células vizinhas, e o núcleo se desintegrando em fragmentos. 
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Figura 11. Morfologia de células de mucosa gengival tratadas com FAED na concentração de 

41,5µg/mL. A, C e E: células do grupo controle com aspecto morfológico normal. B, D e F: células 

tratadas com a FAED com alterações morfológicas comparadas ao grupo controle. 
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Figura 12. Efeito de 41,5µg/mL da fração acetônica de extrato de Eugenia dysenterica em células de 

mucosa gengival após 48 horas. A: Células do grupo controle sem alterações morfológicas. B: 

Células de mucosa gengival tratadas com a FAED. Observa-se a retração celular, perda da adesão 

celular e presença de vacúolos. 

 

 

Os resultados da análise morfológica foram semelhantes as relatadas com as 

células gengivais. Com o passar do tempo as células apresentaram alterações 

morfológicas e presença de vacúolos no interior do citoplasma (Figura 13). A figura 

13J mostra as células expostas ao tratamento após 21 dias, e muitas parecem 

consistir exclusivamente de uma forma densa, de núcleos com coloração escura. As 

células não mantem suas ligações intercelulares e perdem o aspecto fusiforme, 

dando lugar às células com aspecto esférico. 
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Figura 13. Morfologia das células de ligamento periodontal tratadas com FAED 

(83µg/mL). A, C, E, G, I: grupo controle com aspecto morfológico normal; B, D, F, H, 

J: grupo tratado com a FAED, observar a perda de ligações intercelulares e células 

alterando o aspecto fusiforme para uma morfologia celular esférica.
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5.5 AVALIAÇÃO DO FECHAMENTO DA FERIDA (SCRATCH) 

 

O teste de fechamento de ferida demonstrou que nas horas iniciais, o 

tratamento com 41,5µg/mL de FAED influenciou o processo de migração celular 

evitando com que as linhagens de gengiva migrassem e fossem capazes de fechar a 

ferida aberta na placa (Figura 14). Em 12 horas pós-tratamento, nas células controle 

houve 10% a mais de área fechada do que nas células tratadas com FAED. Após 24 

horas de tratamento houve fechamento de 60% da ferida no grupo controle e 40% 

no grupo da FAED, ou seja, o grupo controle apresentou 20% a mais de fechamento 

da ferida. Com 36 horas, essa porcentagem aumenta, chegando a 30% de 

diferença, com o grupo controle praticamente fechando a ferida. Após 48 horas, nas 

feridas do grupo controle já não era possível identificar as margens de maneira 

clara, determinando então o fechamento total da ferida. No entanto, o grupo tratado 

com a FAED ainda faltava mais de 20% para que se completasse o fechamento da 

ferida (Figura 15). Dessa forma, o extrato se mostrou capaz de influenciar a 

capacidade das células gengivais em migrar para o fechamento de uma lesão. 
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Figura 14. Avaliação do fechamento de lesão em monocamada de células gengivais tratamentas 

com FAED. A, C, E, G, I: Células do grupo controle, tratadas com DMEM 2%FBS; observar 

fechamento total da ferida em 48 horas. B, D, F, H, J: Células do grupo FAED, tratadas com DMEM 

2%FBS e 41,5µg/mL de FAED, não apresentando fechamento da ferida comparado ao grupo 

controle. 
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Figura 15. Cálculo do tamanho da área da ferida expresso em porcentagem. CTRL: 

Grupo controle; FAED: Grupo tratado com 41,5µg/mL de fração acetônica do extrato de 

Eugenia dysenterica. 

 

 

5.6 AVALIAÇÃO DA MIGRAÇÃO CELULAR (TRANSWELL) 

 

Ao aplicar o teste de migração celular em 48 horas a FAED apresentou ser 

capaz de influenciar negativamente na capacidade das células de mucosa gengival 

atravessarem o compartimento superior da câmara pela membrana. Houve redução 

de aproximadamente 45% na migração celular (Figura 16). Esse resultado sugere 

que o a FAED pode fazer com que as células individuais não respondam ao 

processo de migração, diminuindo a motilidade e caráter invasivo das células, 

impedindo a passagem voluntária das células de um lado para o outro do filtro. A 

FAED não resultou como um quimiotático celular, não favorecendo as células de 

mucosa gengival a ultrapassar a barreira física, diminuindo a quantidade de células 

a ultrapassar o filtro. 
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Figura 16. Percentual de células de mucosa gengival que migraram pela 

membrana Transwell, tratadas ou não com 41,5µg/mL de FAED. CTRL: 

Grupo controle. 
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5.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE MINERALIZAÇÃO DAS CÉLULAS DO 

LIGAMENTO PERIODONTAL 

 

Após 14 dias de tratamento, as células induzidas por MI apresentaram intensa 

coloração avermelhada, o que indica a formação e depósito de mineral e 

confirmação do potencial das linhagens celulares em produzir este mineral (Figura 

17D). As células tratadas com 83µg/mL de FAED não apresentaram coloração e 

portanto não houve potencial osteogênico do extrato para as células de ligamento 

periodontal (Figura 17B). 

Para avaliar se a FAED potencializaria a ação osteoindutora do MI, foi 

também testado os dois em conjunto. O resultado mostrou a não formação de 

depósito de mineral e, portanto, não houve resultado positivo com o acréscimo da 

FAED no meio indutor, sugerindo a morte celular e, por consequência, a inibição de 

diferenciação osteogênica promovida pela ação do MI no período de 14 dias (Figura 

17C). 

Com 21 dias de tratamento foi realizado novamente o teste com Vermelho de 

Alizarina S e foi observado diferença com os resultados de 14 dias apenas no grupo 

FAED+MI. O grupo controle e FAED não apresentaram depósito de mineral (Figura 

18A e 18B), ao passo que houve intensa coloração no grupo MI (Figura 18D). Já o 

grupo FAED+MI teve comportamento diferente ao ser tratado por mais 7 dias. Como 

visto na figura 18C, houve formação de depósito mineral, no entanto, com uma 

intensidade de coloração avermelhada menor que o grupo MI. 
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Figura 17. Avaliação colorimétrica por Vermelho de Alizarina S da FAED na mineralização do 

ligamento periodontal em 14 dias. A = Controle (α-MEM 10%); B = FAED (α-MEM 10% + FAED 

83µg/mL); C = FAED+MI (α-MEM 10% + FAED 83µg/mL+ AA + BG + DEX)); D = MI (α-MEM 

10% + AA + BG + DEX).  

 

 

 

Figura 18. Avaliação colorimétrica por Vermelho de Alizarina S da FAED na mineralização do 

ligamento periodontal em 21 dias. A = Controle; B = FAED; C = FAED+MI; D = MI. 

 

 

 

A D C B 



64 
 

 

Com 21 dias de tratamento foi também realizado o teste colorimétrico por Von 

Kossa. Os resultados confirmaram os achados com o de Vermelho de Alizarina S. O 

grupo controle e FAED não apresentaram mineralização (Figuras 19A e 19B), o 

grupo MI foi corado com a cor cinza, revelando o depósito de mineral (Figura 19C), e 

o grupo FAED+MI demonstrou leve coloração, o que indica também uma inibição do 

potencial osteogênico do MI (Figura 19D) como visto pelo teste com vermelho de 

alizarina S. 

 

 

Figura 19. Avaliação colorimétrica por Von Kossa do efeito de FAED na mineralização 

do ligamento periodontal em 21 dias. A = Controle; B = FAED; C = MI; D = FAED+MI. 
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5.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA EUGENIA DYSENTERICA 

 

Foi avaliada a eficiência da ação antimicrobiana do digluconato de clorexidina 

combinado com a fração acetônica de Eugenia dysenterica frente uma linhagem de 

Candida albicans, verificando o perfil de sensibilidade da cepa em relação à possível 

sinergia entre as mostras verificadas como agente para eliminação destes 

microrganismos in vitro. Na análise do microrganismo Candida albicans, pelo método 

de difusão em disco não foi observada nenhuma sensibilização tanto por parte de 

digluconato de clorexidina como pela sua combinação com a FAED, demonstrando 

que a cepa não é sensível a estes agentes, porém, o agente antifúngico fluconazol 

promoveu halos de 27,2 mm demonstrando a sensibilização do patógeno (Figuras 

20A e 20B).  

 

 

Figura 20. A: Cepas de Candida albicans 40277 não foram 
sensíveis ao digluconato de clorexidina a 0,2 e 0,12% ou 
em combinação com a FAED pelo método de difusão em 
disco. B: Controle negativo e positivo fluconazol. 
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Para o método de microdiluição, a junção do digluconato de clorexidina com o 

derivado vegetal não demonstrou eficiência na sensibilização deste microrganismo. 

Já no estudo em relação ao digluconato de clorexidina sozinho este apresentou-se 

como agente efetivo contra o microrganismo testado, com CIM de 0,0008% (Figura 

21). O estudo da efetividade de sensibilização mostrou que o digluconato de 

clorexidina ocasionou inviabilidade do microrganismo avaliado, porém a combinação 

com FAED não foi efetiva tanto qualitativamente quanto quantitativamente. 

 

 

Figura 21. Concentração inibitória mínima do 
digluconato de clorexidina 0,2 e 0,12% sozinho ou em 
combinação contra Candida albicans 40277 pelo 
método de microdiluição. 

 

 

O controle positivo fluconazol apresentou concentração inibitória mínima de 

3,12 μg/mL, ou seja, mostrou atividade antifúngica (Figura 22). 

 

 
Figura 22. Concentração inibitória mínima do 
fluconazol para Candida albicans. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A pesquisa por novos biofármacos na área da Odontologia, utilizando extratos 

de plantas, tem sido realizada devido às dificuldades encontradas em técnicas hoje 

utilizadas. Conhecer a ação terapêutica desses extratos é de suma importância no 

campo molecular, farmacêutico e de engenharia tecidual para o desenvolvimento 

futuro de novos biofármacos que facilitem a reconstrução de estruturas dentárias 

perdidas. O uso de plantas tem mostrado a possibilidade de reparo tecidual 

reforçando a importância de novos alvos a serem investigados (15). 

Plantas e fitoterápicos são utilizados para o controle de microrganismos, 

como bactérias e fungos, que afetam a estrutura gengival e periodontal (95). A 

doença periodontal, como um processo infeccioso, inicia-se com a implantação de 

microrganismos orais no sulco gengival e, a partir disso, provocam um processo 

inflamatório, que causa a lesão aos tecidos de suporte dentários (40). Nesse 

contexto, estudos sobre a ação terapêutica e eficácia de plantas frente a 

microrganismos, mostram-se importantes para o acesso à população e, assim, 

resultam no favorecimento da prevenção e tratamento para doenças orais.  

Uma das formas de controle e adjunto ao tratamento de doenças periodontais 

é o uso de enxaguatórios bucais amplamente comercializados. Dentre os vários 

tipos de enxaguatórios se destaca a utilização do digluconato de clorexidina (96). 

Estudos demonstram que a solução diminui significantemente o biofilme e, 

consequentemente, a gengivite. Porém, é conhecido o aumento significativo de 

pigmentação da solução sobre os dentes e alteração no paladar, devido à interação 

com as papilas gustativas (96, 97). Estudos in vitro revelam a possível ação 

citotóxica do digluconato de clorexidina sobre a membrana plasmática, causando 

rompimento da mesma conforme as concentrações utilizadas (98). No Japão não é 

permitido o uso do digluconato de clorexidina nas concentrações utilizadas em 

bochechos, devido à incidência de choque anafilático em indivíduos ao contato com 

a substância (99). Em contrapartida, soluções de bochecho com produtos naturais e 
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derivados de plantas têm se mostrado um agente promissor para a prevenção de 

doenças causadas por acúmulo de biofilme, apresentando atividades 

antimicrobianas em vários patógenos (100). Constatamos em nossos estudos o 

efeito citotóxico de solução de digluconato de clorexidina nas concentrações de 

0,12% e 0,2% em células de mucosa gengival. A FAED apresentou-se menos 

citotóxica quando comparada ao digluconato de clorexidina. É relevante o estudo de 

biofármacos que não causam lesões às células quando usados para controle da 

higiene oral. Visto que o digluconato de clorexidina apresenta efeitos citotóxicos e 

inibitórios para fibroblastos gengivais e de ligamento periodontal, a Eugenia 

dysenterica poderia ser proposta como um componente para enxaguatório bucal 

(101, 102). Além disso, ao associarmos o digluconato de clorexidina com o extrato, 

observou-se baixa citotoxicidade às células gengivais, o que leva a sugerir que a 

diminuição da morte celular se dá pelo efeito antioxidante do extrato de Eugenia 

dysenterica, visto que o digluconato de clorexidina libera radicais livres ao se 

decompor, devido à sua estrutura molecular e níveis elevados de pH (103).  

Uma informação relevante quanto à ação da FAED em bochechos é a ação 

antibacteriana. Estudos com plantas vêm sendo realizados e observados seus 

efeitos antimicrobianos na cavidade oral. Rodanant e colaboradores, 2015 (55), 

relataram o potencial antimicrobiano de Murraya paniculata em Porphyromonas 

gingivalis e propriedades anti-inflamatórias estimuladas por lipopolissacarídeos. 

Ocheng e colaboradores, 2015 (104), analisaram dez diferentes plantas originadas 

da Uganda e seus efeitos sobre Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophilus. As 

plantas mostraram-se inibidoras do crescimento das bactérias que causam doenças 

no periodonto. Silva 2014 (105) em seu estudo avaliou os efeitos antimicrobianos de 

diversos extratos e frações da Eugenia dysenterica. A fração acetônica do extrato de 

Eugenia dysenterica na concentração de 83µg/mL demonstrou ação nas bactérias 

Gram-positivas, revelando modulação de agentes β-lactâmicos. Porém, em seu 

estudo não demonstrou a ação nas bactérias Pseudomonas aeruginosa e 

Escherichia coli, ou seja, não apresentou ação nessas bactérias Gram-negativas. 

Tais bactérias, embora não sejam responsáveis pela doença periodontal, são 

microrganismos encontrados na cavidade oral e que poderiam ser diminuídas caso a 

Eugenia dysenterica tivesse potencial antimicrobiano para Gram-negativas. Por esse 
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motivo, os resultados não demonstraram que a utilização da FAED seja eficaz em 

soluções como agente antibacteriano Gram-negativos da cavidade oral. 

Na literatura, estudos recentes têm demonstrado a tentativa de utilizar 

produtos naturais com atividade antifúngica (106, 107), o que também já foi descrito 

por Costa e colaboradores, 2000 (32), utilizando o extrato essencial de óleo das 

folhas de Eugenia dysenterica. Em seu estudo, há relato da planta ser rica em 

sesquirtepenos e monoterpenos, produzindo assim um efeito antifúngico no 

Cryptococcus neoformans, que acomete pacientes imunossuprimidos pelo vírus HIV, 

acometendo pele e mucosas (108), e também envolvendo os tecidos da cavidade 

oral (109-111). Por essa razão, é importante uma nova abordagem de tratamento de 

pacientes com doenças infecciosas, sejam elas raras ou comuns. Pensando nisso, 

nosso trabalho avaliou a ação antifúngica do extrato de Eugenia dysenterica em 

Candida albicans. Esse fungo frequentemente torna-se patogênico em pacientes 

idosos e imunossuprimidos, ou que fazem uso de próteses (112). Conforme relatado 

nos nossos resultados, observamos que a FAED não produziu efeitos na Candida 

albicans nas concentrações estabelecidas para ser utilizadas em tecidos bucais. Nas 

concentrações de 41,5µg/mL, utilizado para a gengiva, e de 83µg/mL, para 

ligamento periodontal, a FAED não resultou em diminuição do fungo nem mesmo 

potencialização, quando associada ao digluconato de clorexidina à 0,12 e 0,2%. 

Portanto, nossos resultados não apresentam ação da FAED em Candida albicans, 

assim como também não podemos sugerir que seria uma planta de escolha como 

um biofármaco para compor um enxaguatório bucal. Entretanto sugerimos que a 

FAED na concentração de 41,5µg/mL tenha tido um efeito antioxidante e uma 

toxicidade menor do que o grupo controle do digluconato de clorexidina, que é 

disponível atualmente no mercado.  

Existem metodologias diversas para avaliar o efeito de drogas no processo de 

cicatrização de feridas, como por exemplo a câmara de Boyden, os sistemas de 

dispositivos microfuídos (86), e o Scratch (teste de fechamento de ferida), o qual foi 

utilizado em nossa pesquisa. Em estudo recente, Yoshikawa e colaboradores, 2016 

(113), relataram os efeitos in vitro de óleos essenciais que não apresentaram efeito 

inibitório na proliferação celular de epitélio gengival. Schmidt e colaboradores, 2009 

(114), observaram uma maior atividade de plantas brasileiras (Waltheria douradinha, 
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Schinus molle, Galinsoga parviflora) em preencher a área lesionada por scratch. Em 

um estudo com células imunológicas. Chang e colaboradores, 2014 (115) 

observaram que a planta Areca nut utilizada não favoreceu a migração e adesão 

celular, o que pode aumentar a susceptibilidade do hospedeiro à periodontite. Em 

nosso estudo foi utilizado esse ensaio que avaliou o efeito de Eugenia dysenterica 

em linhagens celulares de mucosa gengival. No entanto, não se observou o 

fechamento das feridas nas populações quando tratadas com a FAED, resultando 

num efeito inibitório da migração celular.  

A doença periodontal tem como característica histopatológica a reabsorção de 

osso alveolar e a inflamação dos tecidos periodontais (116). A manutenção do tecido 

ósseo depende do equilíbrio entre os processos de formação pelos osteoblastos e 

de reabsorção pelos osteoclastos (117). O desequilíbrio entre esses processos leva 

à diminuição da estrutura óssea alveolar e à perda dentária. Nos últimos anos, 

variados tipos de plantas e seus componentes têm recebido atenção especial para 

sua utilização no tratamento periodontal, com o intuito de se criar novas estruturas 

de sustentação perdida com a doença periodontal (64, 118-124). Vários estudos 

evidenciaram os efeitos de plantas na viabilidade celular e regulação da expressão 

de proteínas envolvidas na diferenciação osteogênica, que comprovam a formação 

de matriz mineralizada por células do ligamento periodontal (15).  

As células isoladas a partir do ligamento periodontal produzem colágeno tipo 

I, fosfatase alcalina, proteínas morfogenéticas ósseas e nódulos minerais quando 

cultivadas em meio contendo ácido ascórbico, dexametasona e β-glicerofosfato.  O 

ácido ascórbico facilita a diferenciação osteogênica por aumentar a secreção do 

colágeno tipo I. A dexametasona induz e regula a expressão de RUNX2, que é um 

fator de transcrição associado à diferenciação de osteoblastos. E o β-glicerofosfato é 

uma fonte de fosfato para a mineralização óssea e também induz a expressão de 

vários genes, como a OPN (Osteopontina) e BMP2 (proteína morfogenética óssea 2) 

(125). Kim e colaboradores, 2015 (122), revelaram o potencial de deposito de 

mineral de Zanthoxylum schinifolium em células do ligamento periodontal utilizando 

o método de coloração de vermelho de Alizarina S. (118), utilizando Morinda 

citrifolia, também relataram potencial de mineralização de células do ligamento 

periodontal. Além disso, Chantarawaratit e colaboradores, 2014 (119), e Gao e 
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colaboradores, 2013 (120), utilizando Aloe vera e Fructus cnidii, respectivamente, 

também relataram depósito de mineral por células do ligamento periodontal, 

demonstraram em estudo in vivo animal a indução de formação óssea. Porém, em 

nosso estudo, ao averiguar o potencial osteogênico da Eugenia dysenterica 

deparou-se com a não formação de depósito de mineral, mas sim visualizou-se a 

inibição da diferenciação osteogênica quando as células foram tratadas com o 

extrato.  

Em recente estudo, Clementino e colaboradores, 2016 (33), confirmaram a 

presença de polifenóis em extrato de Eugenia dysenterica pela cromatografia e 

métodos fitoquímicos, e determinou que os compostos fenólicos dão ao extrato o 

comportamento de atividade antioxidante. Cecilio e colaboradores, 2012 (75), 

avaliaram a presença de taninos, flavonoides, terpenos e saponinas no extrato 

etanólico de folhas da Eugenia dysenterica. Couto e colaboradores, 2009 (126), em 

análise de folhas, encontrou uma elevada taxa de taninos (53,7%) e flavonoides 

(3,45%), ao estudar os componentes fenólicos totais. Em nosso estudo foi utilizado a 

fração acetônica do extrato, que, segundo Rocha e colaboradores, 2011 (127), 

apresenta a maior eficiência para os compostos fenólicos totais. Nossos resultados 

divergiram quanto à ação já observada dos polifenóis de outras plantas. Como visto, 

a Eugenia dysenterica não apresentou efeito antifúngico nas cepas de Candida 

albicans utilizadas e também não demonstrou potencial de mineralização por células 

do ligamento periodontal.  

Uma ação observada pela FAED foi o potencial antioxidativo do extrato 

quando adicionada à solução de digluconato de clorexidina. O resultado do nosso 

trabalho, mostrou uma diminuição de morte celular quando acrescentado o extrato, 

sugerindo que agiu como um citoprotetor. A possível ação do sequestro de radicais 

livres liberados pelo digluconato de clorexidina, pode ter sido acometido pela 

presença de taninos na fração acetônica (62). Em estudo com camundongos, foi 

avaliado a capacidade protetora da Eugenia dysenterica na mucosa gástrica. 

Quando os taninos eram removidos da solução, havia uma perda da ação 

citoprotetora do extrato, indicando que esse composto é responsável pela atividade 

(31). 
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Finalmente, os resultados sugerem que a fração acetônica do extrato de 

Eugenia dysenterica não respondeu positivamente aos ensaios testados em células 

de mucosa gengival e de ligamento periodontal, relatados aqui pela primeira vez. No 

entanto, é preciso considerar as alterações induzidas nas células e seu possível 

potencial antioxidante, além das ações relatadas pela literatura. Mais estudos devem 

ser realizados utilizando, inclusive, outras partes da planta, como frutos e flores, a 

fim de avaliar o potencial do extrato de Eugenia dysenterica em tecidos humanos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Frente aos objetivos propostos, podemos concluir que: 

1. Foi possível o estabelecimento de cultura primária de tecidos de 

mucosa gengival e ligamento periodontal humanos, tanto pela técnica de explant 

como por digestão enzimática, respectivamente. 

2. A fração acetônica do extrato de Eugenia dysenterica (FAED) não 

apresentou citotoxicidade em células de mucosa gengival nas 24, 48 e 72 horas 

após tratamento com as concentrações testadas. 

3. A FAED apresentou citotoxicidade apenas na concentração de 83 

µg/mL nas células de ligamento periodontal em 24 horas. 

4. Em 24 horas a associação da FAED com o digluconato de clorexidina 

0,12% e 0,2% não foi citotóxica para as células de mucosa gengival. Em 48 horas a 

associação da FAED com o digluconato de clorexidina 0,12% também não foi 

citotóxica para as células de mucosa gengival, sugerindo a ação antioxidativa.  

5. As células de mucosa gengival e ligamento periodontal sofreram 

alterações morfológicas pós-tratamento com a FAED nas concentrações testadas. 

6.  A FAED inibiu a ação de proliferação e motilidade de células de 

mucosa gengival na concentração de 41,5 µg/mL. 

7. A FAED não apresentou efeitos na diferenciação e formação de matriz 

mineralizada por células do ligamento periodontal. 

8. A FAED não apresentou efeito antimicrobiano combinado ou não com o 

digluconato de clorexidina. 
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