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RESUMO

Pesquisas recentes tém mostrado compostos bioativos como responsaveis por
efeitos farmacolégicos de plantas. Dentre muitas, a Eugenia dysenterica tem
apresentado efeitos antioxidante, antifingico, antidiarreico, atividade inibitoria sobre
a enzima tirosinase e potencial efeito para tratamentos gastricos. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da Eugenia dysenterica em cultura primaria de
células de mucosa gengival e ligamento periodontal. Foi estabelecido cultura
primaria das células e ensaio de MTT foi realizado em linhagens celulares de
mucosa gengival e ligamento periodontal humanos, testando nove concentracdes de
fracdo acetonica do extrato de folhas de Eugenia dysenterica. As concentracdes de
41,5 e 8,3ug/mL apresentaram menor citotoxicidade em células gengivais (p<0,05),
porém foram citotOxicas para as linhagens do ligamento periodontal. Na
concentracdo de 83ug/mL a fracdo acetdnica de folhas do extrato de Eugenia
dysenterica ndo apresentou acdo antifingica para Candida albicans. Como controle
positivo foi utilizado o digluconato de clorexidina nas concentracdes 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 nao houve inducdo do fechamento
da ferida pos tratamento com Eugenia dysenterica, assim como também diminuiu a
motilidade das células apés o tratamento. O ensaio de mineralizac¢éo 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 nao apresentaram
diferenciacdo e capacidade de mineralizagdo. Frente aos resultados, concluiu-se
gue o extrato de Eugenia dysenterica ndo se apresentou citotoxico para as células
gengivais, porém nas concentragdes utilizadas inibiu a proliferacdo e motilidade de
células gengivais, alterou a morfologia celular e ndo apresentou efeito osteogénico

para as células do ligamento periodontal.

Palavras-chave: Eugenia dysenterica; cultura primaria 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 83ug/mL showed less
cytotoxicity in gingival cells (p <0.05), but were cytotoxic to the periodontal ligament
samples. The concentration of 83ug/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 INTRODUCAO

O uso terapéutico de plantas € registrado desde a antiguidade pelas
civilizagbes da China, india, Egito e Grécia. Existem evidéncias histéricas e
arqueoldgicas de que as propriedades curativas das plantas medicinais j& eram
conhecidas ha 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 egipcios, h4 mais de 4.000 anos, sabiam como preparar diuréticos,
vermifugos, purgantes e antissépticos de origem natural. E possivel, portanto, que

0S N0ssos ancestrais tenham aprendido o valor terapéutico das plantas (3, 4).

A fitoterapia € um método racional e alopéatico, empregado no tratamento de
varias doencas. Estudos realizados com fitoterapicos utilizados em medicina vém
mostrando a eficacia de plantas medicinais no tratamento de doencas tais como o
cancer (5-7), doenca de Alzheimer (8), doenca pulmonar obstrutiva crénica(9),

diarreia e colera (10), malaria (11), estomatite (12), e doenca periodontal (13-15).

No Brasil é largamente difundida a utilizacdo de plantas medicinais em todas
as regides do pais, muitas vezes sem oferecer uma garantia de qualidade, ter efeitos
terapéuticos comprovados, composicdo padronizada e seguranca de uso para a
populacdo (16, 17). No pais ha o senso comum de que “medicamento natural se ndo
fizer bem, mal ndo faz”, e de que tudo o que é natural é necessariamente benéfico.
Porém, a planta medicinal € um xenobibtico, ou seja, um produto estranho ao
organismo com finalidades terapéuticas. Esses produtos, ao serem introduzidos no
organismo sofrem biotransformacéo e podem provocar efeitos adversos e toxicidade
(18). Por isso, associando a medicina popular a tecnologia cientifica, podemos
analisar e comprovar os efeitos de plantas medicinais sobre doencas existentes.
Dessa forma, contribuindo para o desenvolvimento de biofarmacos e o
restabelecimento da saude. E o Brasil, possuindo uma imensa biodiversidade

vegetal, é um pais com grande potencial de estudos na area.
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Alguns estudos ja vém sendo realizado em espécies vegetais advindas dos
biomas do Brasil, sendo este considerado um pais de maior diversidade bioldgica
por abrigar cerca de 10% das formas viventes no planeta, o0 que pode representar
cerca de 1,5 milhdo de espécies existentes, entre vertebrados, invertebrados,

plantas e microrganismos (19-22).

Dentre os biomas do pais, o Cerrado € o segundo mais importante, ocupando
uma area de 1,8 milhdes de Km?, o que representa cerca de 25% do territ6rio
brasileiro, estendendo-se principalmente pelos Estados de Minas Gerais, Goias,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Maranh&o, Piaui e Distrito
Federal. Muitas espécies nativas do Cerrado fornecem frutos com altas
concentracbes de nutrientes, desempenhando papel importante na economia e
nutricdo da populagdo desta regido. Os caules, folhas e frutos nativos sé&o
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 acdes biomoleculares e
efeitos em células, tecidos animais e microrganismos, como por exemplo a citronela,
a canela (26), o alecrim-pimenta (27), o barbatiméo (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 antifingico (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 utilizacao
da Eugenia dysenterica, uma planta pertencente ao cerrado brasileiro, em células de
mucosa gengival e ligamento periodontal humano, visto que sao necessarios

estudos para que sejam conhecidos os efeitos biolégicos sobre esses tecidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TECIDOS PERIODONTAIS

O periodonto é um conjunto de tecidos que sustentam e protegem os dentes
(Figura 1), sendo constituido por tecidos de origem epitelial e conjuntivo. O
periodonto pode ser dividido em periodonto de protecdo, que € constituido pela
gengiva marginal e papilar, e periodonto de insercdo, composto por cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar (34). A gengiva recobre 0S processos
alveolares e protege os tecidos subjacentes. O ligamento periodontal € o tecido da
porcdo radicular do dente que liga o osso alveolar ao cemento. O cemento € 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 sustentacdo do dente em seu alvéolo
(35, 36).

As células do ligamento periodontal incluem os fibroblastos, cementoblastos,
osteoblastos e células-tronco progenitoras. Os fibroblastos sdo as células mais
comuns no ligamento periodontal, as quais sintetizam e secreram colageno e
apresentam-se em formato fusiforme ao longo das fibras colagenas. Os
cementoblastos e restos epiteliais de Malassez, originados da bainha epitelial de
Hertwig, e os osteoblastos encontram-se na superficie do cemento e 0sso alveolar,

respectivamente (36).

McCulloch e colaboradores, 1987 (37), descreveram que o tecido periodontal
tem capacidade de se remodelar, evidenciado pelo seu rapido turnover. E eles
apresentaram a evidéncia de que existam células-tronco progenitoras presentes no
ligamento periodontal. Durante o reparo periodontal, devido a inflamagé&o cronica, é

necessario que estejam disponiveis tais células e gque esteja presente 0s sinais
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responsaveis pela diferenciagdo. As células células-tronco progenitoras, tém
caracteristicas pluripotentes capazes de secretar as proteinas da matriz extracelular,
dentre elas as fibras colagenas que se organizam, e se diferenciarem em
osteoblasto, cementoblasto e fibroblasto, participando no reparo tecidual (38, 39).

Coroa Dentéria

Fibras do ligamento
periodontal

Figura 1. Esquema ilustrativo do dente e seus tecidos de suporte periodontal. A: Na figura
observamos o dente no alvéolo dentario. O cemento (amarelo) revestindo a raiz do dente e a
disposi¢cdo das fibras do ligamento periodontal (vermelho) entre 0 cemento e 0 0sso alveolar. B:
Imagem histolégica de corte axial da raiz dentéria e seus tecidos de suporte. Fonte: Proprio autor.

A periodontite € uma doenca periodontal inflamatoria destrutiva dos tecidos
gue sustentam os dentes. Esta patologia leva a dor, deficiéncia na mastigacgéo,
comprometimentos estéticos e sistémicos, além de ser a principal causa de perda de
dentes em humanos e a mais prevalente associadas a perda éssea (40).

Apbs instalacdo da periodontite, 0 organismo comeca uma série de eventos
biolégicos na tentativa de reparar os tecidos perdidos. Desta forma, ha a tentativa do
organismo em reconstruir os tecidos e restaurar as fungdes originais, conhecida

como regeneracao (41).
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Atualmente o tratamento de periodontite e reparo dos tecidos periodontais
tém sido um desafio. O principal objetivo do tratamento periodontal é regenerar a
estrutura de suporte e formar novo 0sso alveolar, cemento e ligamento periodontal
(42). Atualmente o tratamento da doenca periodontal envolve procedimentos de
debridamento mecénico (raspagem e alisamento radicular), terapias quimicas com o
objetivo de alterar o biofilme dentario que induz as respostas inflamatorias
destrutivas (34). Em casos mais avancados a utilizacdo das chamadas técnicas de
regeneracao periodontal, tais como regeneracao tecidual guiada, enxertos 0sseos,
uso de biomateriais, e aplicacdo de fatores de crescimento tém sido usado na
tentativa de recuperar os tecidos perdidos (38, 43), muitas vezes associada a

administracédo de antibioticos de acédo sistémica (44).

Clinicamente, o tratamento periodontal convencional, ndo cirirgico e cirdrgico,
geralmente leva a melhorias significativas, tais como o controle do processo
inflamatorio, a diminuicdo da profundidade de sondagem das bolsas periodontais e
ganho de insercéo clinica. Para casos de ganho em quantidade 6ssea, o tratamento
periodontal regenerativo constitui o tratamento ideal, porém acontece uma perda
significativa de insergéo clinica (42). E importante também salientar que o processo
de reparo dos tecidos periodontais s6 pode ser demonstrado e confirmado pelo

estudo histoldgico (42).

Assim, as indicagbes e resultados do tratamento periodontal convencional
nem sempre sao bem sucedidos e apresentam limitagdes. Dessa forma, avancos em
biologia molecular e medicina regenerativa tém 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 tém sido
descritos com o intuito de reparar os tecidos periodontais e curar as doencas

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

A incorporacao e a importancia do uso de plantas medicinais e fitoterapicos
no Sistema Unico de Saude (SUS) aconteceu em 2003 durante a 12 Conferéncia
Nacional de Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica (47). Em julho de 2008,
realizado em Brasilia, 0 Forum de Praticas Integrativas e Terapias Complementares
em Odontologia regulamentou o uso da fitoterapia na odontologia brasileira, pratica
esta que, uma vez inserida podera elevar consideravelmente a reducdo de custos do
SUS (48). Assim sendo, torna-se importante viabilizar pesquisas que tém como
principio o uso de plantas sobre a pratica de cuidados com saude no pais. Pensando
assim, o Brasil se torna um grande potencial para pesquisa devido a sua ampla
biodiversidade, considerando a complementaridade e a integracdo entre o0s
conhecimentos advindos das praticas populares e os conhecimentos desenvolvidos

pela ciéncia e tecnologia na perspectiva de desenvolvimento sustentavel.

Recentemente, medicamentos a base de plantas tem recebido atencao
consideravel como opc¢des terapéuticas no tratamento de inimeras doengas (49-51).
Os pesquisadores tém investigado e determinado os compostos bioativos como
responsaveis pelos efeitos farmacoldégicos de plantas medicinais, e varios
fitoquimicos foram estudados para determinar os efeitos terapéuticos de produtos
naturais (52).

7

Na literatura é possivel encontrar relatos sobre a utilizacdo de plantas
medicinais para doencas bucais, apresentando propriedades relevantes para a
odontologia. Na medicina oral, plantas e seus compostos tém sido estudados para

tratar doencas periodontais, lesdes orais, caries e infec¢des (53).

Estudos recentes tém demonstrado efeitos das plantas na atividade anti-
inflamatoria e reparativa de tecidos gengivais (54). Rodanant e colaboradores, 2015
(55), avaliaram a acao do extrato de folhas de Murraya paniculata (Murta-de-cheiro)
contra microrganismos da cavidade oral e constataram potentes propriedades anti-

inflamatorias, utilizando fibroblastos gengivais humanos e mondcitos. Lins e
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colaboradores, 2013 (56), consideraram satisfatérios o uso de Matricaria recutita
(Camomila) e de Schinus terebinthifolius (Aroeira) na reducdo do quadro de
inflamacdo por gengivite, reduzindo significativamente o sangramento gengival.
Além disso, também observaram reducdo no indice de placa bacteriana presente

nos individuos estudados.

Meckelburg e colaboradores, 2014 (57), relataram a acdo de Coffea
canephora no controle do biofilme dental. A planta causou lise bacteriana e por
consequéncia houve liberagcéo de calcio para o meio bucal, podendo concluir a acédo
da planta em microrganismos bucais, sendo considerado o potencial anticariogénico
e antimicrobiano natural. Além disso, a mineralizacdo e diferenciacdo osteogénica
em cultura primaria de células do ligamento periodontal, foi relatada com a utilizacéo
de diferentes tipos de plantas em estudo in vitro e in vivo, apresentando expressdes

génicas e proteicas (15).

Além disso, a presenca de compostos fendlicos em plantas tem sido bastante
estudada por apresentarem atividades farmacolégicas e por inibirem a oxidagéo
lipidica e a proliferacdo de fungos (15, 58, 59). H& evidéncias de que compostos
fendlicos exercem efeitos moduladores em células pela acao seletiva em diferentes
componentes das cascatas de sinalizacdo intracelular, vitais para funcdes como o
crescimento, proliferacdo e apoptose (60). Os compostos fendlicos sédo referidos
como polifendis, e podem ser classificados basicamente como: os &cidos fendlicos,
flavonoides, taninos, e cumarinas. Alguns tipos de compostos fendlicos sdo pouco
distribuidos e encontrados em numero reduzido na natureza, e alguns nao se
encontram livres nos tecidos vegetais, portanto sao sollveis em agua e em
solventes organicos, como no caso dos taninos. Os taninos possuem alto peso
molecular e da aos alimentos a sensacdo de adstringéncia. Estudos indicaram que
os taninos inibem o consumo alimentar, no entanto, estudos recentes concluem que
ele diminui a conversao de nutrientes absorvidos. Além disso, os taninos tém como
propriedade a acdo antioxidante, que € importante na protecdo dos danos oxidativos
celulares (61, 62). Os flavonoides s&o os compostos mais abundantes na dieta
humana, sendo responsaveis por mais da metade dos compostos que ocorrem
naturalmente, e possuem um baixo peso molecular. Ja estd bem reconhecido que os

flavonoides possuem atividades antitumoral, de agregacdo antiplaquetéria,
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antialérgica, anti-inflamatoria, e antibacterianas. Além disso, os flavonoides exibem

um potencial para a indugao de diferenciagao celular e mineralizacéo (63, 64).

No entanto, o uso de plantas para o tratamento de doencas bucais ainda nao
se tornou rotina. Tal fato se deve aos poucos estudos realizados, faltando
comprovacao cientifica acerca da eficacia e seguranca em seu uso. Dessa forma,
contando com uma biodiversidade de plantas presente no bioma brasileiro, é de
grande relevancia cientifica e econémica as pesquisas para a descoberta de novas

possibilidades terapéuticas para o uso de fitoterdpicos em Odontologia.
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2.3 EUGENIA DYSENTERICA

Dentre as inUmeras plantas nativas que apresentam potencial de utilizacdo
popular e comercial, encontra-se a Eugenia dysenterica, uma arvore pertencente a
familia Myrtaceae, popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira, devido a
capacidade laxativa de seu fruto. A cagaiteira € uma arvore de altura mediana (4 a
10m) (Figura 2), que apresenta frutos como uma esfera achatada de casca fragil e
cor amarela brilhante. No interior apresenta polpa suculenta e sementes achatadas
na cor creme, a qual tem sido utilizada para fins alimenticios, sendo consumida in
natura (65), ou processada para a producdo de sorvetes, doces, geleias, licores,

alcool e vinagre (66-68).

Figura 2. Eugenia dysenterica: Folhas e arvore da cagaiteira jovem. Planta localizada na
cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Fonte: proprio autor.
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De todas as caracteristicas fisicas, a polpa mostrou ser a mais importante
para a exploracdo econdémica, com alto rendimento de 86,4%, porém, apresentou
um baixo valor energético, associado ao baixo teor de macro nutrientes. A Eugenia
dysenterica € 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
acido e apresenta uma alta concentracdo de 4gua em torno de 90%, carboidratos e
lipidios (70).

O uso alimentar da Eugenia dysenterica € bastante difundido na regiao
centro-oeste do Brasil, sendo consumido in natura, com apenas algumas
precaucdes em relacdo a quantidade ingerida. Estudos recentes fornecem suporte
para alguns dos efeitos descritos pela populacdo. Estudos de Roesler e
colaboradores, 2007 (71), indicam a presenca de compostos com alto potencial
antioxidante nos extratos das fragcdes das frutas. Seus estudos também observaram
que o fruto é bastante susceptivel a fermentacéo e a exposicado ao sol acelera esse
processo tornando a Eugenia dysenterica um laxante natural. Ainda, suas folhas séo
usadas tradicionalmente no tratamento de diarreia, desordens dos sistemas

genitourinario, cardiovasculares e como cicatrizante (72).

Em recente estudo, Galheigo e colaboradores, 2016 (73), relacionaram o Gleo
essecial a partir das folhas de Eugenia dysenterica com a capacidade de alterar a
secrecao intestinal e o processo de absorcéo, resultando em um efeito antidiarreico.
Tal resultado sugere que a acdo das folhas ndo se da pelos componentes
polifendicos e sim pelos componentes volateis. Lima e colaboradores, 2010 (74),
demonstraram que a atividade antidiarreica do extrato de folhas de Eugenia
dysenterica estd associada ao aumento da motilidade gastrointestinal em
camundongos, aproximadamente 28%, sem causar diarreia. O efeito laxativo parece
estar relacionado a um peptideo ainda nédo identificado presente na Eugenia
dysenterica. Nas andlises hematoldgicas e histopatolégicas ndo foram observadas
alteracdes celulares e toxicidade nos mamiferos avaliados, comparado aos laxantes
comerciais. Cecilio e colaboradores, 2012 (75), também demostraram que o extrato
das folhas revelaram potencial atividade in vitro em rotavirus e fungos, o que

confirma a sua utilizagdo farmacologica para tratar diarreia e disenteria.
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O dleo essencial das folhas é ricos em sesquiterpenos, como o B-cariofileno e
o a-humuleno, e monoterpenos, como o limoneno e o alfatugeno, apresentando
propriedades antifungicas a cagaita (32, 76, 77). Além disso, polpas congeladas
exibem elevada a-glicosidase e atividade inibitoéria da a-amilase, representando um

potencial farmaco para o tratamento de diabetes (78).

Vieira e colaboradores, 2012 (79), reportaram o uso das folhas de Eugenia
dysenterica como alarmante ao uso de chas utilizados frequentemente pela
populacdo para o tratamento de diarreia. Seus estudos indicam que o extrato
liofilizado da cagaita exibiu efeito citotoxico e genotdxico nos eritrocitos
policromaticos em células de medula éssea de camundongos, quando em doses
elevadas. Lima e colaboradores, 2011 (80), também analisaram o comportamento in
vivo de folhas, encontrando que o extrato etandlico e a infusdo de folhas de Eugenia

dysenterica foram toxicos a ratos Wistar.

Em 2012, Souza e colaboradores, 2012 (22), relataram pela primeira vez a
acao do extrato de Eugenia dysenterica em células da pele, demonstrando auséncia
de efeito citotoxico, sobretudo em queratinécitos e fibroblastos. Seus estudos
revelaram uma potencial atividade inibitéria sobre a enzima tirosinase, podendo ser

utilizado como clareamento da pele ou cosmético para terapia antimelanogénica.

Prado e colaboradores, 2014 (31), evidenciaram o potencial biofarmacolbgico
do extrato liofilizado das folhas da cagaiteira. O estudo demonstrou um efeito de
protecdo da mucosa gastrica de lesdes por HCl/etanol. Tal efeito parece se dar pela
acdo antioxidante e de compostos sulfidricos enddgenos, e a presenca de taninos
condensados.

Em estudo recente, Avila e colaboradores, 2016 (81), mostraram acao
antioxidativa e citoprotetora do extrato de Eugenia dysenterica em macréfagos de
alvéolos pulmonares de murinos expostos ao cromo hexavalente, um metal téxico
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 profilatico utilizando o extrato, observaram a reducéo dos
niveis de cromo nos rins, figado e plasma, e prevencéo de alteracdes hepaticas e

renais.
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Coletivamente, estes efeitos antioxidante, antifingico, e citoprotetor da
Eugenia dysenterica sobre tecidos humanos ainda parecem estar em
desenvolvimento. No entanto, sugerem um bom potencial para a sua aplicacdo

terapéutica em diversas doencas, inclusive nas que acometem os tecidos dentarios.

2.4 EUGENIA DYSENTERICA E TECIDOS PERIODONTAIS

Até o presente, os efeitos da Eugenia dysenterica em tecidos dentéarios
humanos ainda ndo foram descritos na literatura. Com a finalidade de melhor
utilizacdo desta planta do cerrado como um biofarmaco, este estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos da Eugenia dysenterica em cultura primaria de tecidos
periodontais humanos, especificamente de células de mucosa gengival e ligamento
periodontal humanos, para, assim, oferecer uma nova abordagem terapéutica

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

3.1 OBJETIVO GERAL:

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

mucosa gengival e do ligamento periodontal em humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1 Estabelecer cultura priméria de células da mucosa gengival e do ligamento
periodontal de dentes com indicacdo de exodontia;

3.2.2 Avaliar a viabilidade celular da cultura primaria estabelecida dos tecidos
dentéarios, apos tratamento com a fracdo acetbnica do extrato aquoso de folhas de
Eugenia dysenterica (FAED);

3.2.3 Estabelecer as concentracdes ideais da FAED para tratamento dos tecidos de
musosa gengival e ligamento periodontal,

3.2.4 Analisar a morfologia celular da cultura priméaria de células dos tecidos apés
tratamento com FAED;

3.2.5 Avaliar o potencial de proliferacdo e migracdo de células de mucosa gengival
apos tratamento com FAED;

3.2.6 Investigar o papel da FAED na mineralizagéo e diferenciagdo osteogénica 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 OBTENCAO DE MUCOSA GENGIVAL E LIGAMENTO PERIODONTAL
HUMANOS E ESTABELECIMENTO DE CULTURA PRIMARIA DE CELULAS

As mucosas gengivais e ligamentos periodontais humanos foram obtidos a
partir de dentes extraidos com indicacdo clinica e cedidos pelos pacientes,
acompanhados por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, seguindo as recomendacfes da Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Esse projeto foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, de numero CAAE:
35371514.5.0000.0030.

Participaram desse estudo 10 individuos com idade entre 18 e 24 anos, de
ambos 0s sexos e saudaveis, que nao apresentavam alteracdes sistémicas ou
locais, e nem fazem uso de medicamentos, durante o tempo de execucdo da
pesquisa, além de apresentarem boa higiene. Somente as células do ligamento
periodontal e da mucosa gengival foram utlizadas na presente pesquisa. Os

fragmentos remanescentes foram descartados como lixo biolégico.

Foram selecionados dentes e regibes de terceiros molares ou pré-molares
com indicacdo prévia para exodontia. Os dentes estavam integros e sem lesfes
cariosas ou doenca periodontal, e 0s processos cirdrgicos foram realizados
conforme o protocolo de biosseguranca. Os dentes selecionados ndao passaram por
desgastes de odontossecc¢do ou osteotomia para ndo haver risco de contaminacoes
dos tecidos selecionados. Imediatamente ap0s a exodontia, os dentes e mucosas
gengivais, removidas com lamina de bisturi, foram colocados em tubo Falcon de 15
mL contendo 5 mL de meio de biopsia 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 trés a cinco vezes, durante 1 minuto, com meio
de biopsia 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: Obtencéo dos fragmentos gengivais por meio de sec¢éo com lamina de bisturi.
D: Fragmentos dispostos em pratos de cultura de 35mm. E: Fragmentos fixados com laminulas de
vidro estéreis. F: Adi¢cdo 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 execucédo (82). No
entanto, € necessario um periodo de tempo maior para que sejam estabelecidas as
células, pois estas precisam migrar do fragmento para a placa de cultura celular. Por
isso, ha uma menor heterogeneidade devido a cultura ser constituida apenas pelas
células que conseguem migrar do fragmento gengival (83). Apdés a lavagem com
meio de bidpsia, os tecidos gengivais foram particulados sobre um prato de cultura
com a ajuda de uma ping¢a e lamina de bisturi n°15 (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 laminula estéril para estabilizacdo (Figura 3E). Ap6s a
colocacdo da laminula foi acrescentado 2 mL de meio de bidpsia (Figura 3F) e
levados a incubadora a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO:z e 98% de

umidade, para assim dar inicio a proliferacédo e obtencédo de fibroblastos gengivais.

As células de ligamento periodontal foram obtidas pela técnica de digestédo
enzimatica. Essa técnica se baseia no isolamento de células por um processo de
dissociacao do tecido, tendo como vantagens o melhor aproveitamento do material
coletado e menor tempo para obtencdo do estabelecimento da cultura celular (84).
Diferente das células gengivais, as células do ligamento periodontal apresentam
proliferacdo mais lenta que estas. Foram removidos os tecidos do terco 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 solucdo de
colagenase/dispase (Figura 4D), contendo 3mg/mL de Collagenase Type |
(Invitrogen) e 4 mg/mL de Dispase Il (Invitrogen) diluidos em DMEM (Gibco®), e
incubados a 37°C por 1h. Apds o periodo de incubacéo, a solu¢cdo com o tecido foi
aspirada com ajuda de uma seringa hipodérmica fina. Com o auxilio da prépria
seringa, a solucdo com o tecido foi passada pelo separador celular de 100um de
diametro (SPL Life Science) apoiado sobre um tubo Falcon de 50 mL (Figura 4E) e,
em seguida, lavado com mais 4 mL de meio de bidpsia. A solugcdo com as células foi

transferida para um tubo Falcon de 15 mL e centrifugada a 2500 rpm por 5 min. O



34

sobrenadante foi aspirado, ressuspendido o pellet celular em 5mL de meio de
biépsia e transferido para uma placa (Corning) de 25 cm? (Figura 4F), que foi
colocada na incubadora a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2z e 98% de

umidade.

Figura 4. Etapas para cultivo celular pela técnica de digestdo enzimética. A: Lavagem do
dente com PBS. B: Remocdo do ligamento periodontal com ajuda de uma cureta. C:
Fragmentos depositados em um prato de 35mm. D: Adicdo de 3 mL de solugcédo enzimética
de colagenase/dispase. E: Solugdo 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 0s ensaios entre as passagens
celulares 3 e 7.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA

O extrato utilizado na pesquisa foi oriundo do bioma Cerrado (em Brasilia
e entorno) e cedidos da colecdo de extratos do projeto Centro-Oeste,
pertencente ao Laboratdério de Produtos Naturais da FS/UnB, sob voucher UB
914 identificado pela Professora Doutora Sueli Maria Gomes do Instituto de
Ciéncias Bioldgias da Universidade de Brasilia. As folhas de Eugenia dysenterica
foram coletadas e secas em temperatura ambiente. Apés secagem as folhas foram
trituradas e colocadas em infusdo de 200g do material em 1L de &gua destilada a
70°C em recipiente fechado. Apos a infusdo chegar a 40°C a solucdo obtida foi
filtrada e liofilizada. O extrato bruto aquoso de Eugenia dysenterica foi obtido e
posteriormente submetido a precipitacdo de substancias 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 separacdo do
precipitado e sobrenadante ap6s decantacdo. Este procedimento foi repetido trés
vezes e, em seguida, realizada a evaporacao, obtendo-se a fracdo acetdnica do
extrato bruto aquoso da planta. A fracdo obtida foi mantida sob refrigeracéo (- 30°C)
até ser usado nos testes. O rendimento do extrato bruto aquoso de Eugenia

dysenterica foi de 9,27% e da fracdo acetbnica 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
avaliacdo 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) tetrazo6lio) em formazam. Assim somente as células
viaveis tém a capacidade de fazer essa reducdo e por isso a absorbancia medida
corresponde as células viaveis, ou as células que ndo sofreram toxicidade suficiente
para reduzir sua atividade mitocondrial. O produto de formazam apresenta uma
coloracdo arroxeada diferente da cor inicial dos sais de tetrazélio que, ap0ds serem
diluidos em solvente de veiculo alcodlico, podem ter sua absorbancia aferida em
uma leitora de microplaca (Thermo Plate TP Reader) a 570 nm e comparada a

absorbancia do grupo controle.

Com o teste MTT foram estabelecidos o tipo de extrato e a concentragao para
inicio do tratamento. Para isso as células foram semeadas em placas de 96 pocos
nas concentracdes 5x103cel/poco, 8x103cel/poco e 1x10%cel/poco, e incubadas por
24 horas. Apos esse periodo as células foram tratadas com extrato bruto de Eugenia
dysenterica a 83ug/mL e 167ug/mL, fracdo acetdnica de extrato bruto de Eugenia
dysenterica (FAED) a 83ug/mL e 167ug/mL, e seu respectivo controle negativo
utilizando meio DMEM acrescido 2% de FBS. Tais concentracdes iniciais se deram a
observacdo 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 queratindcitos.

ApGs 24, 48 e 72 horas de tratamento as células foram retiradas da
incubadora, e a cada 100uL de meio com extrato foram acrescentados 10 pL de
substrato MTT (Sigma — Aldrich, EUA) em cada poco. As placas eram protegidas de
luminosidade com papel aluminio e retornavam a incubadora e mantidas em
condicOes ideais por 4 horas. Decorrido este tempo 0 meio com substrato de MTT foi
aspirado de cada poco e acrescentado 100 pL de isopropanol acidificado (25mL de
isopropanol + 104 uL HCI 100%). As placas foram agitadas em vortex na velocidade

minima por 10 minutos, tempo suficiente para causar a diluicdo dos sais de tetrazolio
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no veiculo alcodlico. Finalmente para obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento
a absorbancia das células foi aferida e comparada ao controle negativo,

estabelecido como 100% de células viaveis.

ApOs esse primeiro teste de MTT foram definidos a concentracéo de células
por poco e o tipo de extrato a ser utilizado. Com isso, foram testadas variadas
concentracOes do extrato de Eugenia dysenterica para estabelecer qual a de menor
citotoxicidade para as células gengivais. Foram assim utilizadas as concentracdes
de 0,25pg/mL, 0,5pg/mL, 1,0pg/mL, 2,0pg/mL, 4,1pg/mL, 8,3pg/mL, 20,75ug/mL,
41,5ug/mL e 83ug/mL de fracdo acetdnica do extrato de folhas de Eugenia
dysenterica, seguindo o mesmo protocolo de MTT utilizado. Apds o estabelecimento
foi testada a concentracdo de menor citotoxicidade comparada ao controle negativo
com meio DMEM a 2% de FBS e também ao controle positivo com o uso do

digluconato de clorexidina & 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 concentracdo de 83ug/mL. Em seguida foi realizado também o MTT com

as concentracdes de 8,3ug/mL, 20,75ug/mL, 41,5ug/mL e 83ug/mL.
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4.4 ANALISE DE MORFOLOGIA CELULAR

Para a anélise morfologica, apds o tratamento com a fracdo acetbnica do
extrato bruto aquoso das folhas de Eugenia dysenterica, as células foram
analisadas em microscopio de contraste de fase e luz invertida (Zeiss Primo Vert,
Gottingen, Alemanha), equipado com camera digital (Zeiss ERC 5s, Gattingen,
Alemanha) em objetiva de 4x, 10x e 20x com o software ZEN Blue Edition (Zeiss,

Gottingen, Alemanha).

As células gengivais foram analisadas em 24, 48 e 72 horas ap0s o
tratamento e as células do ligamento periodontal foram analisadas apo6s 24

horas, 3, 7, 14 e 21 dias ap0s o tratamento.
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4.5 TESTE DE FECHAMENTO DE LESAO E MIGRACAO CELULAR

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

O ensaio de scratch (fechamento de ferida) permite avaliar o efeito
proliferativo e migratério de células sem a necessidade do uso de agentes
guimiotaticos que podem influenciar os resultados. O resultado esperado € a
migracdo celular observada pelo fechamento de uma lesdo, por um dado
periodo de tempo.

Para verificar a capacidade de fechamento de lesdo e potencial de
migracao celular pos realizacao de ferida (scratch), as células foram plaqueadas
em placas de 6 pogos, previamente revestidas com 10 pg/mL de fibronectina
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e mantidas overnight, na concentragdo de 1x10°
células por poco, e meio DMEM a 10% FBS. Apo6s 24 horas foram lavadas com
PBS e mantidas na incubadora com meio DMEM, sem adicionar FBS a fim de
induzir a quiescéncia das células, ou seja, as células entram em repouso
durante a fase de divisdo celular, fazendo com que haja uma sincronizacao

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

Apos 48 horas fez-se uma ferida (scratch) manualmente com ponteira de
pipeta de plastico amarelo (200 uL) sobre a monocamada de células, lavadas
com PBS e tratadas com a solucdo de FAED na concentracdo de menor
citotoxicidade (41,5ug/mL) e controle, ambos mantidos em meio de cultura
DMEM a 2% para reduzir a possibilidade de viés de proliferacdo, uma vez que o
soro fetal bovino pode interferir nos ligantes dos receptores de interesse (86).

A partir disso foi feito o acompanhamento fotografico da evolucdo do
fechamento da ferida, proporcionado pela migracdo celular, em intervalos
periodicos nos tempos de 0, 12, 24, 36, e 48 horas em um microscépio de luz
invertida (Zeiss Primo Vert, Goéttingen, Alemanha), equipado com camera digital

(Zeiss ERC 5s, Gottingen, 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 comparacao
com o controle. Para essa medida foram utilizadas areas de 3 pocos independentes

para cada tratamento.

4.5.2 Ensaio de Migracao (Transwell Migration Assay)

Motilidade é uma caracteristica essencial de células vivas, estando a
migracdo celular presente em eventos como no desenvolvimento embrionario, na
resposta imunitaria tecidual, e em processos inflamatorios (87). No ensaio de
migracdo celular sdo obtidas quantitativamente as células que conseguem migrar
por uma barreira fisica em direcdo a um estimulo quimioatrativo. Foi verificada a
capacidade do extrato em alterar a migracdo das células de mucosa gengival
através de uma membrana celular permeavel, utilizando-se cémaras do tipo
Transwell 6,5 milimetros (Corning Costar, Cambridge, MA, USA), contendo
membranas de policarbonato com poros de 8um. As camaras foram colocadas em
placas de 24 pocos contendo 600uL de DMEM a 10% de FBS por poco. As células
foram semeadas sobre o compartimento superior da camara (2x10° cel./poco) e
incubadas a 37°C durante 24 horas. Apds esse periodo as células foram tratadas
com DMEM a 2% de SFB, adicionado a FAED que apresentou a menor
citotoxicidade (41,5ug/mL), e como controle negativo foi utilizado apenas DMEM a
2% de SFB.

ApoOs 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. Apos a ultima
lavagem, as células da por¢édo superior do filtro (células que ndo migraram) foram
removidas com o0 auxilio de um cotonete para nao afetar no resultado. As
membranas contendo as células coradas que migraram foram secas e suas imagens

foram capturadas sob microscopio de luz (Zeiss Primo Vert, Gottingen, Alemanha),
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equipado com camera digital (Zeiss ERC 5s, Gottingen, Alemanha). As
fotomicrografias foram tomadas com ampliagdo de 4x para a contagem do ndmero
de células que migraram, utilizando o software de analise de imagem ZEN (Carl

Zeiss Microscopia GmbH, Gottingen, Alemanha).

4.6 ENSAIO DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Para verificar se a fracdo acetdnica do extrato de Eugenia dysenterica
interfere na formacéo de nédulos de mineralizacao por células dos tecidos dentarios,
foi usado meio indutor (MI) para diferenciacdo osteogénica, composto por meio a-
MEM acrescido de 10% de FBS, 10mM -glicerofosfato (BG), 10nM de
dexametasona (DEX) e 50 pg/mL de &cido ascérbico (AA). Para o ensaio de
diferenciacdo osteogénica, as células foram cultivadas em placa de 12 pocos na
concentracdo de 1x105cel/poco, durante 14 e 21 dias. Foram realizados os ensaios

de coloracéo por Vermelho de Alizarina S e Von Kossa.

4.6.1 Coloragao por Vermelho de Alizarina S

O ensaio de coloracdo por Vermelho de Alizarina S é empregado para
visualizar estruturas calcificadas. Devido a alta afinidade do corante aos sais de
calcio, o ensaio é utilizado em cultura celular para auxiliar na identificacdo de
deposito mineral de células estudadas. O resultado obtido é a visualizagdo de uma
estrutura com coloracao avermelhada sobre a placa de cultura celular.

Para verificar se o extrato de Eugenia dysenterica interfere na formacao de
nodulos de mineralizagcéo por células do ligamento periodontal, apés 14 e 21 dias de
cultivo com meio indutor para diferenciacdo osteogénica, as células foram lavadas
gentilmente com PBS, fixadas com formalina 10% em PBS, durante 1 hora, a
temperatura ambiente e incubadas com vermelho de alizarina S a 2% (Sigma

Aldrich®), pH 4.2, durante 1 hora a temperatura ambiente, para evidenciacdo dos
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nédulos de mineralizacdo. As células foram divididas em 4 grupos: Grupo Controle,
utilizando meio de cultivo DMEM a 10% FBS; Grupo FAED, tratando as células com
83ug/mL de FAED; Grupo FAED+MI, tratando as células com 83ug/mL de FAED e
meio indutor; e Grupo MI, tratando apenas com o meio indutor. Os depdésitos de

minerais apareceram corados em vermelho.

4.6.2 Coloragdo por Von Kossa

O principio da coloracéo por Von Kossa é uma reacéo de precipitacdo em que
os ions de prata reagem com fosfato. A degradacao fotoquimica de fosfato de prata
para prata ocorre na presenca de luz. Este método nédo € especifico para o proprio
calcio, mas as placas de cultura celular séo tratadas com uma solucao de nitrato de
prata e a prata é depositada por substituicdo do célcio, e por isso pode ser
visualizada com uma coloracéo prata metélica (88).

Para o ensaio de Von Kossa, ap0s 21 dias, os pocos foram lavados com 1mL
de PBS e as células foram fixadas com etanol 100% por 30 minutos em temperatura
ambiente. Apds, as células foram reidratadas passando pela seguinte sequéncia:
Etanol 100%, 90%, 80%, 70% e 50%, permanecendo por 5 minutos em cada
concentragdo. As células foram lavadas com 4gua destilada e acrescentado Nitrato
de Prata 5% a 37°C por 1 hora no escuro, envolto com papel aluminio. As células
foram lavadas novamente com agua destilada e as placas foram expostas a luz de
um negatoscopio por 24 horas até que o depésito de mineral sofresse um
endurecimento e fosse evidenciado pela cor prata. Com essa coloracdo foi
comparado o grupo controle com o grupo tratado com o extrato.
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4.7 ANALISE 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 a 83 e 41,5
Hg da fracdo acetdnica do extrato aquoso de folhas de Eugenia dysenterica contra

Candida albicans 40277, microrganismo comumente associado a candidiase oral.

4.7.1 CondicOes de cultura e padronizacao

A cepa de referéncia 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 liquido
Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai, india), em ambiente estéril e incubado a
28°C por 24 horas. Decorrido o periodo de ativacdo, foi feito uma cultura de
propagacdo em meio inclinado, incubando-se por 24 horas a 28°C novamente.
Entdo, foi realizada uma suspenséo direta de colonias em 5 mL de solucdo salina
estéril 0,145 mol/L (8,5g/L NaCl; salina a 0,85%), ajustada com espectrofotbmetro,
acrescentando-se solucao salina suficiente para obter a transmitancia equivalente a
densidade celular de uma solucdo-padrdo da escala 0,5 de McFarland em
comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento fornece uma suspenséao-
padrdo de levedura contendo 1 x 10% a 5 x 10° células por mL. A suspenséo de
trabalho foi produzida fazendo-se uma diluicdo 1:50 seguida de uma dilui¢éo de 1:20
da suspensdo-padrdao com meio liquido para se obter o inéculo 2X concentrado
usado no teste (de 1 x 10% a 5 x 102 UFC/mL) resultando em um in6culo de 0,5 x 103
a 2,5 x 102 unidades formadoras de col6nias (UFC/mL).
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4.7.2 Método de Difusdo em Disco

A atividade antimicrobiana do digluconato de clorexidina combinado a fracao
acetdnica do extrato aquoso de Eugenia dysenterica foi testada na linhagem de
Candida albicans, pelo método de difusdo em disco. Esse método € recomendado
pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), em que a
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracao
detectada visualmente que inibiu o crescimento do microrganismo (89). Esta técnica
fornece resultados qualitativos de padrdo de resposta quanto a sensibilidade de
cepas frente a concentracfes pré-estabelecidas de uma droga antimicrobiana e, a
partir desta resposta, € possivel agrupar o microrganismo como sensivel ou

resistente (90).

Da suspensao padronizada de microrganismo, foi inoculado 100 puL sobre 20
mL de meio de cultura sdélido por meio de espalhamento em placas de petri de 90x15
cm de didmetro preparadas previamente, esperando-se a completa secagem do
in6culo sobre o agar. Em seguida, dispensou-se os discos contendo as substancias
teste tomando o cuidado para uma vez depositados ndo mové-los mais, pois a
difusdo pode ser instantanea. Assim, as placas contendo leveduras receberam 1 x
10° a 5 x 10° UFC/mL. Em seguida, foram dispensados discos papel estéril
(Wattman), com 6,0 mm de didmetro que foram impregnados com 20 pL das
preparacdes de concentracdes de 0,2 e 0,12% de digluconato de clorexidina sozinho
ou associado a 83 e 41,5 ug de derivado vegetal por disco, posteriormente as placas
foram invertidas e incubadas a 28°C durante 24 horas. Decorrido o periodo de
incubacao, o didametro das zonas de inibicdo foi mensurado em milimetros com um
paquimetro. Foi considerada como CIM, a menor concentracdo do agente
sensibilizante que inibiu o crescimento do microrganismo avaliado, pela observacao

da presenca de halos de inibi¢éo.

Como controle positivo para os ensaios, foram empregados discos das
substéancias padrao fluconazol 32 pg/disco. Como controle negativo, foram utilizados
discos impregnados com o solvente usado na diluigdo das amostras que foi a agua.
Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. Os resultados foram
calculados pela média acrescido do desvio padrdo dos halos produzidos pelas

amostras testadas.
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4.7.3 Método de Microdiluicdo em Caldo

O método de microdiluicdo em caldo é considerado apropriado para monitorar

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

Para o teste de microdiluicdo em caldo, o digluconato de clorexidina foi diluido
com agua ultra pura esterilizada, de forma a obter uma solucéo de 0,4%, a qual foi
diluida em série com concentracdes finais no meio de cultura em cada poco
variando de 0,2 até 0,0001%. Para a fracdo resultante do fracionamento do extrato
aguoso de Eugenia dysenterica, fez-se uma solucdo com uma concentracédo de 167
pg/mL a qual foi diluida em conjunto com a solugdo descrita anteriormente e

semelhantemente testada a concentracdes que foram de 0,04 até 83 ug/mL.

O perfil de susceptibilidade das amostras foi verificado utilizando-se
microplacas com 96 pocos, com volume de 100 puL de meio de cultura liquido
contendo o inéculo padronizado 2x concentrado ao qual foi adicionado 100 pL das
amostras avaliadas procedendo-se uma diluicdo seriada e obtendo-se assim

concentracdes decrescentes.

Pocos contendo apenas meio de cultura liquido e o in6culo foram preparados
para possibilitar o controle da viabilidade dos microrganismos. Além deste, também
foi acrescentado pocos de esterilidade, sendo utilizados pogos contendo apenas o
meio de cultura estéril. Para o controle positivo utilizou-se fluconazol nas

concentracdes de 800 até 0,39 pg/mL.

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 28°C. Cumprido o
periodo de incubagao, aos pogos foram adicionados 30 uL de Resazurina (Sigma-
Aldrich) a 0,01% e, ap0s 4h de reincubacédo, foi realizada leitura visualmente. A
presenca ou auséncia de crescimento microbiano foi revelada por meio deste ensaio
colorimétrico; sendo demonstrada resposta positiva de atividade por meio da
coloragéo roxa, que indica a auséncia de células viaveis, e resposta negativa de
atividade por meio da coloracdo amarela, que indica presenca de células viaveis.
Para cada teste foram realizados ensaios em triplicata. Este indicador é reduzido a

resofurina, que ao reagir promove coloracao rosa demonstrando que ha viabilidade
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celular e quando nao ocorre reacdo permanece azul indicando inexisténcia 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, facil e

reproduzivel (94).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada em oitoplicatas independentes para os
testes de citotoxicidade e em triplicatas independentes para o0s demais
experimentos. Os resultados de citotoxicidade, viabilidade e proliferacdo celular
foram analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacao multipla de Tukey’s. Para a analise da migracéo celular foi optou-se por
aplicar o test T de Student. Todos os testes estatisticos foram realizados com o
programa GraphPad versdo 5.0 para Windows. O critério de significancia sera o

valor p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DE EUGENIA DYSENTERICA EM CELULAS
DE MUCOSA GENGIVAL

Apbs 24, 48 e 72 horas de tratamento das células de mucosa gengival com o
extrato bruto e fracdo acetbnica de extrato bruto de Eugenia dysenterica, e as trés
concentracfes de células por poco, foi realizado o teste de citotoxicidade celular. A
concentracdo que apresentou o melhor resultado de viabilidade celular foi a
concentracdo de 1x10%cél/poco. Além disso, foi determinado que a fragdo acetdnica
do extrato apresentava menor citotoxicidade, quando comparado ao tratamento com
0 extrato bruto. Ainda, como resultado, a concentracdo de 83ug/mL de fracéo
acetbnica apresentou menor citotoxicidade quando comparada com a concentracao
de 167pg/mL.

Todos os resultados com o extrato bruto de Eugenia dysenterica e todos os
resultados com a concentracdo de 167ug/mL apresentaram elevada toxicidade as
células gengivais e de ligamento periodontal. Por esse motivo, foram excluidos os

testes com este tipo de extrato e com essa concentracao.

Dentre as nove concentracdes testadas, apenas as concentracbes de
20,75pg/mL e 41,5ug/mL em 24 e 48 horas resultaram em aumento da viabilidade
celular comparadas ao grupo controle (Figura 5 e 6). Todas as outras sete
concentragcbes ndo apresentaram toxicidade celular em 24 e 48 horas. Em 72 horas
todas as concentracbes ndo demonstraram citotoxicidade, exceto a concentracao de
83ug/mL que apresentou toxicidade, reduzindo a viabilidade das células de mucosa
gengival para 60% (Figura 7). Apesar de todos os extratos testados ndo serem
citotoxicos apds 72 horas de tratamento, esses resultados ndo foram
estatisticamente significantes e por isso ndo podemos dizer que a acgao citotoxica é

tempo-dependente. O tratamento com a concentracdo de 41,5ug/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. Avaliacdo da atividade citotdxica de nove concentracdes de fracdo
acetonica de extrato de Eugenia dysenterica em linhagem celular de mucosa

gengival.
Concentracdes Células Viaveis (%)
(FAED) pg/mL 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 vidveis tratadas com a concentracdes de fracdo
acet6nica do extrato. (*p<0,05 versus controle; teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s).
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Figura 5. Avaliacdo do efeito citotoxico de nove concentracdes de fracdo acetdnica 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. Avaliagdo do efeito citotoxico de nove concentragbes de fracdo acetdnica 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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Figura 7. Avaliagdo do efeito citotoxico de nove concentracdes de fragdo acetdnica de

Eugenia dysenterica em células de mucosa gengival em 72 horas. CTRL = controle.
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5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELA FRACAO ACETONICA
COMPARADA COM O DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NAS LINHAGENS DE
MUCOSA GENGIVAL.

Apobs 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).
Apés 72 horas tanto a CHX quanto a FAED apresentaram resultados
estatisticamente significantes com alta toxicidade em ambos (p<0,05), sendo, apés
esse tempo, a FAED mais toxica 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 associacao das solu¢cées 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 associagdo de FAED e CHX 0,2%
(p<0,05), sendo visto, portanto, que a FAED diminui a toxicidade da CHX (Figura 8).

Os resultados séo representados pelos graficos da figura 8.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade citotoxica de FAED a 41,5 pg/mL e digluconato
de clorexidina (CHX) em células de mucosa gengival.

Células Viaveis (%)

Concentracdes
24 horas 48 horas 72 horas
FAED 41,5 pg/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 viaveis tratadas com FAED, CHX e a
associacdo das duas solucdes em células de mucosa gengival (* p<0,05 versus controle;
teste One-way ANOVA, Postest Turkey’s).
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Figura 8. Efeito citotoxico de FAED e CHX em células de mucosa gengival. CTRL: controle DMEM
2%; 1: FAED 41,5ug/mL + DMEM 2%; 2: CHX 0,12% + DMEM 2%; 3: CHX 0,2% + DMEM 2%; 4:
FAED 41,5ug/mL + CHX 0,12% + DMEM 2%; 5: FAED 41,5pg/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 CELULAS DE LIGAMENTO PERIODONTAL

Foi realizado o ensaio de MTT com as células de ligamento periodontal
utilizando a concentracédo de 83ug/mL de FAED como tratamento para o tempo de
24 horas. Sugere-se que a FAED nao tenha apresentado toxicidade as células de
ligamento periodontal, no entanto, tal ensaio néo foi estatisticamente significante
(Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo do efeito citotoxico de FAED
83ug/mL em 24 horas. CTRL = Controle; FAED =
Fracdo acetbnica de Eugenia dysenterica a 83ug/mL.

Outro ensaio de MTT, ainda com a linhagem de células do ligamento
periodontal, foi realizado utilizando as concentragbes de 8,3ug/mL, 20,75ug/mL,
41,5ug/mL e 83ug/mL de FAED em 24 horas de tratamento. Os resultados sugerem
que a concentracdo de 8,3ug/mL ndo causa citotoxicidade para as células do
ligamento periodontal, porém, a Unica dosagem que apresentou resultado
estatisticamente significativo foi a concentracdo de 83upg/mL (Figura 10). Essa
concentracdo apresentou baixa citotoxicidade com 74,8% de células viaveis. As
concentracdes de 20,75 e 41,5ug/mL apresentaram 80,2 e 89,3% de células viaveis,

respectivamente.
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Figura 10. Avaliacdo do efeito citotoxico 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 CELULAS DA MUCOSA GENGIVAL E
LIGAMENTO PERIODONTAL TRATADAS COM FAED

Em aumento de 10x foi observado que quanto maior o tempo de exposi¢cao
das células a Eugenia dysenterica, maior a alteragdo da morfologia celular (Figura
11). No aumento de 20x, 48 horas apdés o tratamento, observou-se o inicio de
alteracdes morfoldgicas celulares, com a presenca de vacuolos, como demonstra a
figura 12. Nela observamos a retracdo celular, com perda de aderéncia com as

células vizinhas, e o0 ndcleo se desintegrando em fragmentos.
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Figura 11. Morfologia de células de mucosa gengival tratadas com FAED na concentracdo de

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

tratadas com a FAED com alteragGes morfoldgicas comparadas ao grupo controle.
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Figura 12. Efeito de 41,5ug/mL da fragcao acetbnica de extrato de Eugenia dysenterica em células de
mucosa gengival apds 48 horas. A: Células do grupo controle sem alteragbes morfologicas. B:
Células de mucosa gengival tratadas com a FAED. Observa-se a retracdo celular, perda da adesao

celular e presenca de vacuolos.

Os resultados da analise morfolégica foram semelhantes as relatadas com as
células gengivais. Com o0 passar do tempo as células apresentaram alteracdes
morfolégicas e presenca de vacuolos no interior do citoplasma (Figura 13). A figura
13J mostra as células expostas ao tratamento apds 21 dias, e muitas parecem
consistir exclusivamente de uma forma densa, de ndcleos com coloracdo escura. As
células ndo mantem suas ligacdes intercelulares e perdem o aspecto fusiforme,

dando lugar as células com aspecto esférico.



Figura 13. Morfologia das células de ligamento periodontal tratadas com FAED
(83ug/mL). A, C, E, G, I: grupo controle com aspecto morfolégico normal; B, D, F, H,
J: grupo tratado com a FAED, observar a perda de ligacdes intercelulares e células

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

O teste de fechamento de ferida demonstrou que nas horas iniciais, 0
tratamento com 41,5ug/mL de FAED influenciou o processo de migracao celular
evitando com que as linhagens de gengiva migrassem e fossem capazes de fechar a
ferida aberta na placa (Figura 14). Em 12 horas pds-tratamento, nas células controle
houve 10% a mais de area fechada do que nas células tratadas com FAED. Apos 24
horas de tratamento houve fechamento de 60% da ferida no grupo controle e 40%
no grupo da FAED, ou seja, 0 grupo controle apresentou 20% a mais de fechamento
da ferida. Com 36 horas, essa porcentagem aumenta, chegando a 30% de
diferenga, com o grupo controle praticamente fechando a ferida. Apds 48 horas, nas
feridas do grupo controle ja ndo era possivel identificar as margens de maneira
clara, determinando entdo 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 leséo.
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Figura 14. Avaliacdo do fechamento de lesdo em monocamada de células gengivais tratamentas
com FAED. A, C, E, G, |: 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 41,5ug/mL de FAED, ndo apresentando fechamento da ferida comparado ao grupo

controle.
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Figura 15. Célculo do tamanho da &rea da ferida expresso em porcentagem. CTRL:
Grupo controle; FAED: Grupo tratado com 41,5ug/mL de fracdo acetdnica do extrato de
Eugenia dysenterica.

5.6 AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR (TRANSWELL)

Ao aplicar o teste de migracao celular em 48 horas a FAED apresentou ser
capaz de influenciar negativamente na capacidade das células de mucosa gengival
atravessarem o compartimento superior da camara pela membrana. Houve reducao
de aproximadamente 45% na migragéo celular (Figura 16). Esse resultado sugere
que o a FAED pode fazer com que as células individuais ndo respondam ao
processo de migracdo, diminuindo a motilidade e carater invasivo das células,
impedindo a passagem voluntaria das células de um lado para o outro do filtro. A
FAED néo resultou como um quimiotatico celular, ndo favorecendo as células de
mucosa gengival a ultrapassar a barreira fisica, 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 ndo com 41,5ug/mL de FAED. CTRL:

Grupo controle.
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5.7 AVALIACAO DO POTENCIAL DE MINERALIZACAO DAS CELULAS DO
LIGAMENTO PERIODONTAL

Apos 14 dias de tratamento, as células induzidas por Ml apresentaram intensa
coloracdo avermelhada, o que indica a formacdo e depdsito de mineral e
confirmacéo do potencial das linhagens celulares em produzir este mineral (Figura
17D). As células tratadas com 83ug/mL de FAED ndo apresentaram coloragdo e
portanto ndo houve potencial osteogénico do extrato para as células de ligamento
periodontal (Figura 17B).

Para avaliar se a FAED potencializaria a ag¢do osteoindutora do Ml, foi
também testado os dois em conjunto. O resultado mostrou a ndo formacdo de
depdsito de mineral e, portanto, ndo houve resultado positivo com o acréscimo da
FAED no meio indutor, sugerindo a morte celular e, por consequéncia, a inibicdo de
diferenciacdo osteogénica promovida pela acdo do Ml no periodo de 14 dias (Figura
17C).

Com 21 dias de tratamento foi realizado novamente o teste com Vermelho de
Alizarina S e foi observado diferenca com os resultados de 14 dias apenas no grupo
FAED+MI. O grupo controle e FAED ndo apresentaram depoésito de mineral (Figura
18A e 18B), ao passo que houve intensa coloracdo no grupo Ml (Figura 18D). Ja o
grupo FAED+MI teve comportamento diferente ao ser tratado por mais 7 dias. Como
visto na figura 18C, houve formacdo de depdsito mineral, no entanto, com uma

intensidade de coloracdo avermelhada menor que o grupo M.
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Figura 17. Avaliacdo colorimétrica por Vermelho de Alizarina S da FAED na mineraliza¢éo do
ligamento periodontal em 14 dias. A = Controle (a-MEM 10%); B = FAED (a-MEM 10% + FAED
83ug/mL); C = FAED+MI (a-MEM 10% + FAED 83ug/mL+ AA + BG + DEX)); D = Ml (a-MEM

10% + AA + BG + DEX).

Figura 18. Avaliacdo colorimétrica por Vermelho de Alizarina S da FAED na mineralizag&o do
ligamento periodontal em 21 dias. A = Controle; B = FAED; C = FAED+MI; D = Ml.
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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 nao apresentaram mineralizacdo (Figuras 19A e 19B), o
grupo Ml foi corado com a cor cinza, revelando o depdésito de mineral (Figura 19C), e
o grupo FAED+MI demonstrou leve coloracdo, o que indica também uma inibicdo do
potencial osteogénico do MI (Figura 19D) como visto pelo teste com vermelho de

alizarina S.

Figura 19. Avaliacdo colorimétrica por Von Kossa do efeito de FAED na mineralizagao
do ligamento periodontal em 21 dias. A = Controle; B = FAED; C = MI; D = FAED+MI.
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5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA EUGENIA DYSENTERICA

Foi avaliada a eficiéncia da agéao antimicrobiana do digluconato de clorexidina
combinado com a fragdo acetonica de Eugenia dysenterica frente uma linhagem de
Candida albicans, verificando o perfil de sensibilidade da cepa em relagéo a possivel
sinergia entre as mostras verificadas como agente para eliminacdo destes
microrganismos in vitro. Na analise do microrganismo Candida albicans, pelo método
de difusdo em disco nao foi observada nenhuma sensibilizagcédo tanto por parte de
digluconato de clorexidina como pela sua combinacdo com a FAED, demonstrando
gue a cepa nao é sensivel a estes agentes, porém, o agente antifangico fluconazol
promoveu halos de 27,2 mm demonstrando a sensibilizacdo do patégeno (Figuras
20A e 20B).

Figura 20. A: Cepas de Candida albicans 40277 n&o foram
sensiveis ao digluconato de clorexidina a 0,2 e 0,12% ou
em combinacdo com a FAED pelo método de difusdo em
disco. B: Controle negativo e positivo fluconazol.
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Para o método de microdiluicdo, a juncdo do digluconato de clorexidina com o
derivado vegetal ndo demonstrou eficiéncia na sensibilizacdo deste microrganismo.
Ja no estudo em relacdo 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 sensibilizagdo mostrou que o digluconato de
clorexidina ocasionou inviabilidade do microrganismo avaliado, porém a combinacgéo

com FAED ndo foi efetiva tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

Figura 21. Concentragdo inibitéria minima do
digluconato de clorexidina 0,2 e 0,12% sozinho ou em
combinacdo contra Candida albicans 40277 pelo
método de microdiluigdo.

O controle positivo fluconazol apresentou concentracao inibitéria minima de
3,12 ug/mL, ou seja, mostrou atividade antifungica (Figura 22).

Figura 22. Concentracao inibitéria minima do
fluconazol para Candida albicans.
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6 DISCUSSAO

A pesquisa por novos biofarmacos na area da Odontologia, utilizando extratos
de plantas, tem sido realizada devido as dificuldades encontradas em técnicas hoje
utilizadas. Conhecer a acao terapéutica desses extratos é de suma importancia no
campo molecular, farmacéutico e de engenharia tecidual para o desenvolvimento
futuro de novos biofarmacos que facilitem a reconstrugdo de estruturas dentarias
perdidas. O uso de plantas tem mostrado a possibilidade de reparo tecidual

reforcando a importancia de novos alvos a serem investigados (15).

Plantas e fitoterdpicos sao utilizados para o controle de microrganismos,
como bactérias e fungos, que afetam a estrutura gengival e periodontal (95). A
doenca periodontal, como um processo infeccioso, inicia-se com a implantacdo de
microrganismos orais no sulco gengival e, a partir disso, provocam um processo
inflamatoério, que causa a lesdo aos tecidos de suporte dentérios (40). Nesse
contexto, estudos sobre a acdo terapéutica e eficacia de plantas frente a
microrganismos, mostram-se importantes para o acesso a populacdo e, assim,

resultam no favorecimento da prevencéo e tratamento para doencas orais.

Uma das formas de controle e adjunto ao tratamento de doencas periodontais
€ 0 uso de enxaguatorios bucais amplamente comercializados. Dentre 0s varios
tipos de enxaguatorios se destaca a utilizacdo do digluconato de clorexidina (96).
Estudos demonstram que a solucdo diminui significantemente o biofilme e,
consequentemente, a gengivite. Porém, é conhecido o aumento significativo de
pigmentacdo da solucdo sobre os dentes e alteracdo no paladar, devido a interacao
com as papilas gustativas (96, 97). Estudos in vitro revelam a possivel acéo
citotoxica do digluconato de clorexidina sobre a membrana plasmatica, causando
rompimento da mesma conforme as concentracdes utilizadas (98). No Japao nao é
permitido o uso do digluconato de clorexidina nas concentragcbes utilizadas em
bochechos, devido a incidéncia de choque anafilatico em individuos ao contato com

a substancia (99). Em contrapartida, solucbes de bochecho com produtos naturais e
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derivados de plantas tém se mostrado um agente promissor para a prevencao de
doencas causadas por acumulo de Dbiofilme, apresentando atividades
antimicrobianas em varios patdgenos (100). Constatamos em nossos estudos o
efeito citotoxico de solucdo de digluconato de clorexidina nas concentracdes de
0,12% e 0,2% em células de mucosa gengival. A FAED apresentou-se menos
citotoxica quando comparada ao digluconato de clorexidina. E relevante o estudo de
biofarmacos que ndo causam lesfGes as células quando usados para controle da
higiene oral. Visto que o digluconato de clorexidina apresenta efeitos citotdxicos e
inibitérios para fibroblastos gengivais e de ligamento periodontal, a Eugenia
dysenterica poderia ser proposta como um componente para enxaguatorio bucal
(101, 102). Além disso, ao associarmos o digluconato de clorexidina com o extrato,
observou-se baixa citotoxicidade as células gengivais, 0 que leva a sugerir que a
diminuicdo da morte celular se da pelo efeito antioxidante do extrato de Eugenia
dysenterica, visto que o digluconato de clorexidina libera radicais livres ao se

decompor, devido a sua estrutura molecular e niveis elevados de pH (103).

Uma informacé&o relevante quanto a acdo da FAED em bochechos € a agéo
antibacteriana. Estudos com plantas vém 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-inflamatérias estimuladas por lipopolissacarideos.
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 doencas
no periodonto. Silva 2014 (105) em seu estudo avaliou os efeitos antimicrobianos de
diversos extratos e fracdes da Eugenia dysenterica. A fracdo acetdnica do extrato de
Eugenia dysenterica na concentracdo de 83ug/mL demonstrou acdo nas bactérias
Gram-positivas, revelando modulacdo de agentes B-lactamicos. Porém, em seu
estudo ndo demonstrou a acdo nas bactérias Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, ou seja, ndo apresentou acdo nessas bactérias Gram-negativas.
Tais bactérias, embora ndo sejam responsaveis pela doenga periodontal, s&o
microrganismos encontrados na cavidade oral e que poderiam ser diminuidas caso a

Eugenia dysenterica tivesse potencial antimicrobiano para Gram-negativas. Por esse
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motivo, os resultados ndo demonstraram que a utilizacdo da FAED seja eficaz em
solugbes como agente antibacteriano Gram-negativos da cavidade oral.

Na literatura, estudos recentes tém demonstrado a tentativa de utilizar
produtos naturais com atividade antifungica (106, 107), o que também ja foi descrito
por Costa e colaboradores, 2000 (32), utilizando o extrato essencial de 6leo das
folhas de Eugenia dysenterica. Em seu estudo, h& relato da planta ser rica em
sesquirtepenos e monoterpenos, produzindo assim um efeito antifingico no
Cryptococcus neoformans, que acomete pacientes imunossuprimidos pelo virus HIV,
acometendo pele e mucosas (108), e também envolvendo os tecidos da cavidade
oral (109-111). Por essa razéo, € importante uma nova abordagem de tratamento de
pacientes com doencas infecciosas, sejam elas raras ou comuns. Pensando nisso,
nosso trabalho avaliou a acdo antifungica do extrato de Eugenia dysenterica em
Candida albicans. Esse fungo frequentemente torna-se patogénico em pacientes
idosos e imunossuprimidos, ou que fazem uso de préteses (112). Conforme relatado
nos nossos resultados, observamos que a FAED néo produziu efeitos na Candida
albicans nas concentracdes estabelecidas para ser utilizadas em tecidos bucais. Nas
concentracbes de 41,5ug/mL, utilizado para a gengiva, e de 83ug/mL, para
ligamento periodontal, a FAED néo resultou em diminuicdo do fungo nem mesmo
potencializacdo, quando associada ao digluconato de clorexidina a 0,12 e 0,2%.
Portanto, nossos resultados ndo apresentam acdo da FAED em Candida albicans,
assim como também ndo podemos sugerir que seria uma planta de escolha como
um biofarmaco para compor um enxaguatorio bucal. Entretanto sugerimos que a
FAED na concentracdo de 41,5ug/mL tenha tido um efeito antioxidante e uma
toxicidade menor do que o grupo controle do digluconato de clorexidina, que é

disponivel atualmente no mercado.

Existem metodologias diversas para avaliar o efeito de drogas no processo de
cicatrizacdo de feridas, como por exemplo a camara de Boyden, os sistemas de
dispositivos microfuidos (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 6leos essenciais que ndo apresentaram efeito
inibitorio na proliferacdo 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 area lesionada por scratch. Em
um estudo com células imunoldgicas. Chang e colaboradores, 2014 (115)
observaram que a planta Areca nut utilizada ndo favoreceu a migracdo e adesao
celular, o que pode aumentar a susceptibilidade do hospedeiro a periodontite. Em
nosso estudo foi utilizado esse ensaio que avaliou o efeito de Eugenia dysenterica
em linhagens celulares de mucosa gengival. No entanto, ndo se observou o
fechamento das feridas nas populacdes quando tratadas com a FAED, resultando

num efeito inibitério da migracao celular.

A doenca periodontal tem como caracteristica histopatolégica a reabsor¢céo de
0sso alveolar e a inflamacé&o dos tecidos periodontais (116). A manutencéo do tecido
0sseo depende do equilibrio entre os processos de formacéo pelos osteoblastos e
de reabsorcédo pelos osteoclastos (117). O desequilibrio entre esses processos leva
a diminuicdo da estrutura 6ssea alveolar e a perda dentéria. Nos Ultimos anos,
variados tipos de plantas e seus componentes tém recebido atencdo especial para
sua utilizacdo no tratamento periodontal, com o intuito de se criar novas estruturas
de sustentacdo perdida com a doenca periodontal (64, 118-124). Varios estudos
evidenciaram os efeitos de plantas na viabilidade celular e regulagéo da expressao
de proteinas envolvidas na diferenciacdo osteogénica, que comprovam a formacéo

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

As células isoladas a partir do ligamento periodontal produzem colageno tipo
I, fosfatase alcalina, proteinas morfogenéticas 6sseas e nodulos minerais quando
cultivadas em meio contendo acido ascorbico, dexametasona e B-glicerofosfato. O
acido ascérbico facilita a diferenciacdo osteogénica por aumentar a secrecdo do
colageno tipo |. A dexametasona induz e regula a expressdo de RUNX2, que € um
fator de transcricdo associado a diferenciacéo de osteoblastos. E o B-glicerofosfato é
uma fonte de fosfato para a mineralizacdo 6ssea e também induz a expresséo de
varios genes, como a OPN (Osteopontina) e BMP2 (proteina morfogenética dssea 2)
(125). Kim e colaboradores, 2015 (122), revelaram o potencial de deposito de
mineral de Zanthoxylum schinifolium em células do ligamento periodontal utilizando
0 método de coloragdo de vermelho de Alizarina S. (118), utilizando Morinda
citrifolia, também relataram potencial de mineralizacdo 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 depoésito de mineral por células do ligamento periodontal,
demonstraram em estudo in vivo animal a inducdo de formacdo 6ssea. Porém, em
nosso estudo, ao averiguar o potencial osteogénico da Eugenia dysenterica
deparou-se com a nao formacdo de deposito de mineral, mas sim visualizou-se a
inibicdo da diferenciacdo osteogénica quando as células foram tratadas com o

extrato.

Em recente estudo, Clementino e colaboradores, 2016 (33), confirmaram a
presenca de polifendis em extrato de Eugenia dysenterica pela cromatografia e
meétodos fitoquimicos, e determinou que os compostos fendlicos ddo ao extrato o
comportamento de atividade antioxidante. Cecilio e colaboradores, 2012 (75),
avaliaram a presenga de taninos, flavonoides, terpenos e saponinas no extrato
etandlico de folhas da Eugenia dysenterica. Couto e colaboradores, 2009 (126), em
analise de folhas, encontrou uma elevada taxa de taninos (53,7%) e flavonoides
(3,45%), ao estudar os componentes fendlicos totais. Em nosso estudo foi utilizado a
fracdo acetbnica do extrato, que, segundo Rocha e colaboradores, 2011 (127),
apresenta a maior eficiéncia para os compostos fendlicos totais. Nossos resultados
divergiram quanto a acéo ja observada dos polifendis de outras plantas. Como visto,
a Eugenia dysenterica ndo apresentou efeito antifungico nas cepas de Candida
albicans utilizadas e também nao demonstrou potencial de mineralizacéo por células

do ligamento periodontal.

Uma acdo observada pela FAED foi o potencial antioxidativo do extrato
quando adicionada a solucédo de digluconato de clorexidina. O resultado do nosso
trabalho, mostrou uma diminuicdo de morte celular quando acrescentado o extrato,
sugerindo que agiu como um citoprotetor. A possivel acdo do sequestro de radicais
livres liberados pelo digluconato de clorexidina, pode ter sido acometido pela
presenca de taninos na fracdo acetdnica (62). Em estudo com camundongos, foi
avaliado a capacidade protetora da Eugenia dysenterica na mucosa gastrica.
Quando os taninos eram removidos da solucdo, havia uma perda da acéo
citoprotetora do extrato, indicando que esse composto € responsavel pela atividade
(31).
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Finalmente, os resultados sugerem que a fracdo acetdnica do extrato de
Eugenia dysenterica ndo 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 alteracdes induzidas nas células e seu possivel
potencial antioxidante, além das ac¢fes 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 CONCLUSAO

Frente aos objetivos propostos, podemos concluir que:

1. Foi possivel o estabelecimento de cultura primaria de tecidos de
mucosa gengival e ligamento periodontal humanos, tanto pela técnica de explant
como por digestdo enzimatica, respectivamente.

2. A fracdo acetdnica do extrato de Eugenia dysenterica (FAED) néo
apresentou citotoxicidade em células de mucosa gengival nas 24, 48 e 72 horas
apoés tratamento com as concentragfes testadas.

3. A FAED apresentou citotoxicidade apenas na concentracdo de 83
pug/mL nas células de ligamento periodontal em 24 horas.

4. Em 24 horas a associa¢cao da FAED com o digluconato de clorexidina
0,12% e 0,2% né&o foi citotoxica para as células de mucosa gengival. Em 48 horas a
associacdo da FAED com o digluconato de clorexidina 0,12% também né&o foi
citotdxica para as células de mucosa gengival, sugerindo a acdo antioxidativa.

5. As células de mucosa gengival e ligamento periodontal sofreram
alteracdes morfoldgicas pos-tratamento com a FAED nas concentracfes testadas.

6. A FAED inibiu a acdo de proliferacdo e motilidade de células de
mucosa gengival na concentragéo de 41,5 pg/mL.

7. A FAED néo apresentou efeitos na diferenciacdo e formacao de matriz
mineralizada por células do ligamento periodontal.

8. A FAED nao apresentou efeito antimicrobiano combinado ou ndo com o

digluconato de clorexidina.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade de Brasilia
Programa de Pds-Graduacio cm Ciéncias da Sadde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDG - TCLE

0 {A) sanher (3) eztd sende convidado (3) 2 participar da pesquiza “Avaliacio dos efeitos
da Eugenia dventerica em cullura primeria de célolas dos tecidos denticios humanos™, O
objetive & avaliar os efeitos dg Eungenia gvsemrerica (Curaita) sobre células da polpa dentinia.,
papila ameal, hgamento perodontal ¢ gengiva, obtidas o partie de dentes extraidos por raedes
clinicas. Estas células serio cultivadas e, posteriormente. submetidas a testes com o extrato dessa
planta. Com esta pesquisa. espera-se venficar o possibilidade ou ndo de se wilizar o extrato de

Eugenia dysenterica como medicamento.

Ao assinar este fermo. o senhor (o) estard automizandoe ceder ofs) dente{s) e gengiva (5) com
indicacio de extrac3o para contnibuir com esta pesquise, consciente de gue estelsh dente(s) foi(ramy)
extraidos por indicac@o terapeutica, para melhona da swa sadde, como documentado em seu

PTOTLLArT.

Somente as células dofs) dente(s) & cengivals) serio wtilizadas na presente pesguise. Os
fragmentos remaenescentes serdo descarados. Apos conclusio dos expenmentos, as células serio
armarenadas e, caso sejam utilizadas em wma pesguisa futura, o senhora) serd contatado part novi
consentimentoe. De scordo com os achados na pesguisa os tecidos poderio ser necessinos para
procedimentos complementares pera experimentos no future, por isso bd a necessidede de

armazenamento (hiorrepositonoe) dos tecidos coletados. para nSo preciser de umae nova coleta.

() senhor (a) n3o terd nenhum custo ¢ n3o receberd nenhuma remuneragio ao parbicipar desta
pesguisn. (s oastos necessirnios pare 2 sus paricipacio na pesgquisay serio assumidos pelos
pesguisadores. (s riscos com 2 pesguiss s30 minimoes oo (a) senhor (o), vISto gue 05 eXperimentaos
serdo realizados em tecidos removidos com o indicac@o terapsutice em leboratono ¢ n& havera
nepnhum expenmento gue cause msco direto & sua sadde. Pode haver o nsoo de guebra de sigilo e
confidencialidade dos seus dados, porém a sun identidade serd preservada (seu nome ndo serd
revelado). Fica também rarantida indenizacio em casos de danos diretos ou indiretos decormentes da
participacio na pesquisa. conforme decisio judicial ou extrajudicial. O (A) senhor (3) pode se
recusar ou desistir de participar da pesquisa em qualguer momento, sem gualguer forma de prejuizo.
Em gualguer momento, o senhor (o) poderd ter acesso aos resultedos e eles poderio ser publicados

em o eventos ¢ revistas clentificas, sempre mantencdo o sigilo da sus participagdo.

92



J

Espera-se. com esse estudo, obter umia melhor compreens3o dos eventos gue regulam a oo

da Engenia dvsenterica em tecidos dentinos humanos,

Este projeto estd em conformidade com a Resolugio CNS 466020012, ¢ fon aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdsde de Ciénctas da Saide (CEPES) da Universidade de
Brusilie. (3 CEP & composto por profissionais de diferentes dreas cuja fungio @ defonder os
interesses dos participantes da pesguisa em sus imtegridade o dignidade e contribuic o
desenvolvimento da pesguisa dentro de padrfies @ticos. As dividas com relagBo @ assinatorz do
TCLE ou 0% direitos do participante da pesguisa podem ser obtidas atraveés do telefone: (61) 3107-
1947 ou do e-mail cepla@unb br ou ceplfamb @ pmail com. horirio de atendimento de 10:00hs as

12:000hs & de 13:300s = 15:30h=, de sequnda a sexta-feir.

3 iA) senhor (a) tem total liberdade de pedic esclarecimentos em relaglo a gualgeer divida
gue surja. Qualguer dovida, voo? poderd entrar em contato com a pesguisador responsavel Claudio
Rodrigues Rezende Costa (61) Y148-T278, ou a onentadora responsivel Dra Eliete Neves da Silva
Cruerra (61 ) MhEE-4985,

autorizo coder meuls) dentels) e'ou frasmentes de gensive para pezgmisz “Avaliacio dos efeibos da
Eugenia dysenterica em cullura priméiria de eélulas dos teeidos dentEirios homanos®, ciente de
gue esteis) foi(ram) extraidos por indicagio terapéutica. como documentado em meu prontudrio.
Autorize o coleta, o depisito. o armarenamento @ o wtilizagdo do material coletudo. Concordo com

todos os itens abordados no termo de consentimento livre e esclarecido.

Este documento fol elaborado em doas vias, uma ficard com o pesguisador responsdvel e a

crubra oo 6 Senhon ).

Assinatura do cedente on responsdyel

Assinaura do pesguisador responsdvel

Brasiliz. e de 200 .
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