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Resumo: Produtos naturais, como extratos glicélicos de plantas, sdo importantes para a aplicacao clinica
na area da salde, como em enxaguatorios bucais, cremes dentais e irrigacdo intracanal. Assim é
necessario realizar estudos de citotoxicidade desses extratos glicélicos. O presente estudo buscou avaliar
a atividade citotoxica dos extratos glicdlicos de Cynara scolymus L. (alcachofra), Myracrodruom
urundeuva Allem. (aroeira-do-sertdo-do-sertdo) e Camellia sinensis (L.) Kuntze (chd verde) em
macréfagos de camundongo (RAW 264.7) pelo teste de atividade metabdlica MTT. Para tanto, as células
foram distribuidas em microplacas de 96 pocos e foram expostas a 11 diluicdes seriadas de cada extrato
(200 mg/mL,100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78
mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL), sendo n=8 para cada diluigdo. Apds o tempo de contato de 5 minutos
e 24 horas, foi avaliada a viabilidade celular utilizando o teste MTT. Diante destes resultados, no tempo de
exposicdo de 5 minutos com o0s extratos, em ordem crescente de reducdo da viabilidade celular,
seguiram-se 0 cha verde, com aumento da viabilidade celular, a aroeira-do-sertdo e o extrato de
alcachofra. Por meio do MTT dos trés extratos por tempo de exposicao de 24 horas, observou-se que o
extrato de alcachofra apresentou maior toxicidade, seguido do extrato de chéa verde e aroeira-do-sertdo. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA e teste de Tukey, com significancia de 5%. Conclus@es: Entre
os extratos, o cha verde com 12,5mg/mL, com interessantes 5 minutos e 24 horas, despertou atengao,
pois foi a maior concentracdo e ndo apresentou citotoxicidade para os macrofagos, assim como a
alcachofra que foi a mais citotdxica para os macréfagos, em ambos os tempos (5 min e 24 h).
Palavras-chave: Cha verde; alcachofra; aroeira-do-sertéo; atividade citotdxica; macréfagos.

Abstract: Natural products such as glycolic extracts of plants are important for the clinical application in
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health care, like mouthwashes, toothpastes and intracanal irrigation. It is therefore necessary to perform
cytotoxicity studies of these glycolic extracts. Objectives: This study aimed to assess the cytotoxic activity
of Cynara scolymus (artichoke), Myracrodruom urundeuva Allem. (aroeira-do-sertdo) and Camellia
sinensis (L.) Kuntze (green tea) glycolic extracts in mouse macrophages (RAW 264.7) by the MTT
metabolic activity test. Design: Macrophages were distributed into 96-well plates and exposed to 11 serial
dilutions of each extract (200 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12.5 mg/mL 6.25 mg/mL, 3.13
mg/mL, 1.56 mg/mL, 0.78 mg/mL, 0.39 mg/mL and 0.20 mg/mL), with n=8 for each dilution. After 5 min
and 24 h of contact, cell viability was assessed using the MTT assay. Results: Given these results, using 5
min of exposure time to the extracts, in ascending order of cell viability reduction follows green tea, with
increased cell viability, pepper tree and artichoke. In the MTT assay of the extracts using exposure time of
24 h, it was observed that artichoke extract showed the greatest toxicity, followed by green tea and pepper
tree extracts. Statistical analysis was performed by ANOVA and Tukey's test, with a significance level of
5%. Conclusions: Among the extracts, green tea with 12.5mg/mL had interesting results for 5 min and 24
h, since this was the highest concentration and it wasn’t cytotoxic to the macrophages, and artichoke was
the most cytotoxic to the macrophages in both times (5 min and 24 h).

Keywords: Green tea; artichoke; pepper tree; cytotoxic activity; macrophages.

1. INTRODUCAO

O trabalho foi elaborado a partr do resultado de tese de
doutorado da Karen Cristiane Higa no Instituto de Ciéncia e Tecnologia da UNESP.

A utilizacao da natureza para fins terapéuticos é tdo antiga quanto a civilizagao
humana. Nas florestas tropicais, que correspondem a 7% da superficie da terra, ha
concentracdo de mais da metade das espécies vegetais. Diante de tamanha variedade
da flora, ha poucas pesquisas que aplicam plantas medicinais a producdo de
farmacos. A partir da planta até obter o medicamento fitoterdpico sdo necessarios
testes de citotoxicidade para garantir a seguranca e testes que confirmem a
efetividade de sua acao in vitro e in vivo.

Assim, as pesquisas aplicadas ao conhecimento tradicional de plantas
medicinais aliadas a pesquisa cientifica e a aplicacdo de tecnologias modernas
potencializardo a producdo de novos medicamentos, incluindo substancias de uso
odontolégico como dentifricios e enxaguatoérios bucais.

Cynara scolymus L. conhecida popularmente como alcachofra pertence a familia
Asteraceae e a infusdo de suas folhas secas via oral sdo usadas como antidispéptico,
colerético e colagogo. As folhas sdo de grande utilidade por conter em sua
composicdo até 2% de acidos fendlicos (acido cafeico, acido clorogénico e cinarina),
contém até 4% de lactonas sesquiterpénicas, em sua maior parte cinaropicrina e por
volta de 0,5% de flavondides, principalmente glicosideos da luteolina. A alcachofra é
uma planta nativa da regido mediterranea e tem demonstrado resultados promissores
para diferentes indicagfes terapéuticas. Zapolska-Downar et al. (2002) verificaram que
0s extratos aquosos e etandlicos de C. scolymus possuem propriedades protetoras
contra o estresse oxidativo induzido por medidores inflamatérios (TNF-a) e LPS em
células endoteliais e mondcitos. Em 2013, Tanaka et al. triaram varios extratos de
plantas para verificar seu possivel efeito inibitério sobre a atividade do fator de
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transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), citocinas inflamatérias e metaloproteinase da
matriz-1 (MMP-1) e verificaram que o extrato de C. scolymus mostrou importante efeito
na supressao do fator NF-kB. Contudo, sdo poucos os estudos com o extrato gliclico
de C. scolymus, o qual é um candidato potencial para ser analisado por sua ac¢ao anti-
inflamatoria, sendo de interesse analisar sua citotoxicidade.

Y

Myracrodruon urundeuva Allemdo (aroeira-do-sertdo) pertence a familia
Anacardiaceae, sendo encontrada no Nordeste do Brasil. Em 2015, Saraiva et al.
pesquisaram sobre plantas medicinais de Pernambuco e observaram que o0s extratos
de aroeira sdo obtidos através do preparo das folhas, das raizes, das cascas de
galhos e dos troncos. Nas cascas foram isoladas chalconas diméricas: urundeuvina A,
B e C e matosina. A infusdo das cascas pode ser usada por via oral ou para banhos de
assento. As indicacfes terapéuticas sdo abrangentes como acao anti-inflamatoria,
expectorante, para tratamento de gonorreia, Ulceras bucais, doengas nas gengivas e
tratamento de influenza.

Em 2015, Carvalho et al. realizaram um estudo etnofarmacolégico de plantas
comercializadas para fins terapéuticos em mercados publicos no Nordeste do Brasil.
Entre as 91 espécies pesquisadas, a aroeira-do-sertao ficou entre as 8 espécies mais
versateis quanto ao seu uso. O cozimento das suas cascas pode ser usado para
tratamento de feridas na pele, inflamagéo, dor, comich&o, cistite, uretrite, diarreia e
colicas abdominais.

Em 2013, Carlini, Duarte-Almeida e Tabach realizaram uma avaliacdo da
toxicidade da aroeira-do-sertdo em ratos machos com tratamento crbénico por 83 dias
com duas dosagens via oral de 17,6 e 13,8 mg/kg e ndo houve alteracbes
anatomopatolégicas, no nimero de hemacias e na fertilidade.

A Schinus terebinthifolius, conhecida como aroeira-da-praia pertencente a
mesma familia da aroeira-do-sertdo foi pesquisada por Freires et al. (2013). A
pesquisa foi baseada em um ensaio clinico randomizado comparando dois tipos de
enxaguatérios no tratamento de gengivite e no acumulo de biofilme durante 10 dias
consecutivos em criangas. Um dos enxaguatoérios continha 0,3% de tintura das cascas
do caule da aroeira-da-praia e no outro havia clorexidina 0,12%. Os resultados
demonstraram que a tintura da aroeira-da-praia apresentou propriedade anti-
inflamatéria semelhante a clorexidina 0,12%, entretanto, ndo reduziu o biofilme como
esta. Diante desses estudos, pode-se verificar que a aroeira-do-sertdo apresenta
interesse terapéutico, inclusive odontolégico, porém, as pesquisas ainda sao escassas
e pouco conclusivas.

Outro possivel candidato a apresentar a¢do anti-inflamatéria é o extrato glicélico
de cha verde. Como bebida, o cha verde é cada vez mais consumido. Esta droga
vegetal provém das folhas ndo fermentadas da Camellia sinensis (L.) Kuntze. Esta
espécie pertence a familia Theaceae, habita climas Umidos e frescos e € muito
encontrada na Asia e no sul do Brasil. Os principios ativos das suas folhas sdo bases
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xantinicas (cafeina e teofilina), proantocianidinas, flavonoides, Oleos essenciais,
taninos, acidos fendlicos, vitaminas do complexo B e sais minerais. Em 2015, Cyboran
et al. estudaram atividade biolégica do suplemento concentrado de cha verde em
capsulas, que continham 300 mg de polifendis extraidos das folhas e caule do cha
verde nas membranas dos eritrocitos. Este extrato além de apresentar atividade
antioxidante também inibiu enzimas envolvidas na inflamacédo como a COX-1, a COX-
2 e a lipoxigenase, apresentando atividade anti-inflamatéria in vitro sem causar efeito
deletério em células vermelhas do sangue. O extrato de cha verde modificou as
propriedades fisicas da membrana, levando ao aumento da resisténcia, a mudangas
da tonicidade, decrescimento da fluidez e aumento da hidratacdo. Assim estes
compostos varrem os radicais livres n&o permitindo que estes prejudiquem a
membrana do eritrdcito.

Hrishi et al. (2015) em um estudo clinico randomizado em pacientes com
periodontite utilizaram dentifricio com 1,4% do extrato de cha verde como coadjuvante
terapéutico e verificaram melhora estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
que nao utilizou cha verde nos seguintes parametros: indice de placa, profundidade a
sondagem, nivel clinico de inser¢cdo, sangramento & sondagem e atividade da
glutationa s-transferase. Assim, o dentifricio com cha verde pode servir como um
coadjuvante terapéutico para tratamento da periodontite, sendo de interesse analisar a
citotoxicidade de diferentes concentra¢des do extrato.

Ramadan et al. (2015) estudaram a atividade anti-inflamatoria dos extratos
aguosos do cha verde versus cha preto em ratos com artrite reumatoide e verificaram
gue o extrato aquoso de cha verde tem atividade anti-artritica superior ao extrato
aquoso de cha preto. Em 2015, Chen et al. analisaram a acdo da 3- galato
epigalocatequina (EGCG), um dos principais componentes do cha verde, na
atenuacdo de mastite em ratos induzida por lipopolissacarideo (LPS). EGCG reduziu
as citocinas inflamatorias e inibiu a expressdo exarcebada das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs). Marinovic, Morandi e Otton (2015) avaliaram o
potencial tanto de uma mistura contendo as quatro principais catequinas presentes no
cha verde quanto de cada uma delas separadas como moduladores de parametros
funcionais de neutrdéfilos humanos. As quatro catequinas foram EGCG, EGC (galato de
epicatequina), ECG (epigalo catequina) e EC (epicatequina). As catequinas sozinhas
ou associadas reduziram os parametros inflamatérios, pois houve decréscimo da
liberacdo de TNF-q, IL-1( e IL-6, reducdo da producéo de NO e induziu a atividade de
enzimas antioxidantes. Os estudos com cha verde sdao numerosos, mas com extrato
glicolico de cha verde ainda sao insuficientes, especialmente na Odontologia.

De acordo com Jesus, Oliveira e Oliveira (2015); Oliveira et al., 2014 e Oliveira et
al., 2013, existem muitos estudos que utilizam extratos alcoolicos de diversas plantas,
entretanto, para uso odontolégico externo, o alcool pode agredir as mucosas orais,
sendo de interesse analisar extratos livres de alcool, como os extratos glicélicos que
possuem propilenoglicol como veiculo. Este é muito usado como carreador para
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emulsificantes e como veiculo para flavorizantes preferencialmente ao etanol, pois
impede a volatiizacdo e fornece um aroma mais estavel (ROWE; SHESKEY;
WELLER, 2003). Em 2005, Lessmann et al. realizaram um estudo de reviséo sobre as
propriedades irritantes e sensibilizantes na pele do propilenoglicol. Neste estudo
45.138 pacientes foram avaliados com 20% de propilenoglicol na pele e somente 0,6%
apresentaram reacdes irritantes indicando que o propilenoglicol tem baixo potencial de
sensibilizacdo da pele. Assim, o propilenoglicol presente nos extratos glicélicos
vegetais pode ser empregado em formula¢gdes de enxaguatérios bucais e dentifricios
sem risco a saude.

Os macrofagos sdo células originadas dos mondcitos e estdo presentes no
tecido conjuntivo ou paréngquima de 6rgaos, podendo viver por meses a anos. Estas
células fazem parte do sistema imune e estdo envolvidas tanto na inflamac¢éo aguda
quanto na inflamag&o cronica.

A resposta inflamatéria € a primeira defesa do organismo a um dano tecidual. A
inflamacdo é um processo bioldgico complexo que envolve alteragbes vasculares,
celulares e uma diversidade de substancias solUveis, apresentando como sinais
clinicos caracteristicos como dor, rubor, calor, edema e prejuizo funcional. A finalidade
do processo inflamatorio € remover o estimulo lesivo e iniciar a recuperacéo tecidual
local. No processo inflamatério, h4 aumento da permeabilidade capilar que promove a
migragdo de células como os neutrofilos e mondcitos para o tecido lesionado, ja no
tecido, os mondcitos se tornardo macréfagos. Tanto os neutrofilos quantos os
macrofagos realizam fagocitose do microrganismo e sao ativados para posterior
destruicdo dos patdégenos englobados. Macréfagos representam a maioria das células
inflamatérias recolhidas das vias aéreas tanto de pessoas saudaveis quanto de
pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (COSTA et al., 2009). Assim, 0s
macrofagos sao células importantes na resposta imune que desencadeia um processo
inflamatério (TONG et al., 2015).

Diante da variedade de plantas e de extratos, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre a acao citotoxica dos extratos glicélicos da Camellia sinensis, Cynara scolymus
e Myracrodruon urundeuva, sendo de grande interesse avaliar suas propriedades a fim
de obter fitoterapicos eficientes e com baixa toxicidade, visando aplicabilidade clinica
na area odontoldgica, seja em enxaguatorios, dentifricios, irrigantes dos canais
radiculares e de bolsas periodontais, pomadas, cremes, entre outros. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade citotoxica de diferentes concentracdes dos extratos
glicdlicos de Cynara scolymus (alcachofra), Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-
sertdo) e Camellia sinensis (cha verde) em macréfagos de camundongo (RAW 264.7)
pelo teste de atividade metabdlica MTT.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Metodologia
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Os experimentos foram realizados no Laboratoério de Cultura Celular do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia da UNESP.

Os extratos glicélicos de folhas da alcachofra, cascas e folhas da aroeira-do-
sertdo), com concentracdo de 20% (200mg/mL) em propilenoglicol, foram obtidos
pela empresa All Chemistry (Sdo Paulo, SP) e o extrato glicélico das folhas da
Camellia sinensis (chd verde), com concentracdo de 20% (200mg/mL) em
propilenoglicol, foi obtido pela empresa Mapric (Sao Paulo, SP).

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

Os testes de citotoxicidade de cada extrato foram avaliados em culturas de
macrofagos de camundongo (RAW 264.7) apés exposicdo a 11 diluicdes seriadas de
cada extrato, em dois periodos de contato: 5 min e 24 horas. A cultura de macrofagos
foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC Biotecnologia,
Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova
York, EUA) e mantidas em frascos de cultivo celular (TPP, Suica), incubadas em estufa
a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, com 5% de CO.. As células viaveis
foram contadas pelo Countess Cell e, em microplacas de 96 pogos foram adicionados
200 pL de meio (DMEM + 10% SFB) contendo 2 x 10* células viaveis. Estas placas
foram incubadas (37°C, com 5% de CO3) por 24 h para aderéncia celular nos pocos da
microplaca. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 200
pL/poco de cada extrato em 11 concentragfes diferentes: 200 mg/mL,100 mg/mL, 50
mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL,
0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL. Para cada concentracdo do extrato foram realizadas 8
repeticdes (n=8). Os periodos de exposi¢do a cada extrato foram de 5 min e 24 horas,
totalizando 528 amostras. Foram utilizados pogos-controles, contendo apenas células
com meio de cultura. Apds o tempo de exposi¢cdo, o sobrenadante de cada pocgo foi
descartado e os pocos lavados com PBS. Em seguida, para verificacdo da viabilidade
da cultura, foram adicionados 100 pL/pog¢o da solucdo de MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)2,5-difeniltetrazdlio- Sigma Aldrich, na concentracdo de 0,5 mg/mL. As placas foram
incubadas novamente (37°C / 5% de CO) por periodo de 1 h, abrigadas da luz.
Posteriormente, esta solucdo foi descartada e foram adicionados 100 uL/pocgo de
dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma). Apoés incubacédo de 10 min e agitacdo em shaker por
igual periodo, a absorbancia foi lida a 570 nm. As densidades 6pticas (DO) obtidas
foram convertidas em percentual de viabilidade celular, comparando-as com o grupo
controle. A metodologia foi baseada nos artigos de Jesus et al, 2015; Oliveira et al.,
2014 e Oliveira et al., 2013. Os dados foram analisados estatisticamente pelo método
ANOVA complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%
(p=0.05).
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2.2 Resultados

Com relagéo ao tempo de contato de 5 min, pode-se verificar que no caso do
cha verde (Camellia sinensis) todas as 11 concentracdes analisadas apresentaram
valores de viabilidade celular acima de 100% (Figura 1). O extrato de aroeira-do-sertéo
(M. urundeuva) apresentou viabilidade celular superior a 69% na concentracdo de 200
mg/mL (69,85 + 14,37%), seguida da concentracdo de 6,25 mg/mL que apresentou
viabilidade celular de 86,74 * 8,91%. As demais concentracdes apresentaram
viabilidade celular superior a 100% (Figura 2). No caso do extrato de alcachofra (C.
scolymus), pode-se verificar significativa reducdo da viabilidade celular na
concentracdo de 200 mg/mL, a qual apresentou apenas 17,97 + 4,96% de células
viaveis. Na concentracdo de 1,56 mg/mL a viabilidade foi de 52,91 + 19,74% e na
concentragdo de 25 mg/mL a viabilidade celular foi de 52,31 *+ 7,48%. No caso do
extrato de alcachofra, os valores de viabilidade celular mais proximos do grupo
controle, foram obtidos com as concentragfes de 0,39 mg/mL (71,15 £ 30,78%) e 0,20
mg/mL (77,49 £ 24,29%) (Figura 3).

Com relagé@o ao tempo de contato de 24 horas, o extrato de cha verde (Camellia
sinensis) apresentou significativa reducéo da viabilidade celular nas concentragdes de
50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL, as quais apresentaram viabilidade celular de:
9,98 + 1,74%, 10,53 + 1,37%, 14,98 + 3,11%, respectivamente. J& na concentracédo de
25 mg/mL a viabilidade foi de 81,87+14 e nas demais concentragfes foi proximo de
100% (Figura 4). O extrato de aroeira-do-sertdo (M. urundeuva) apresentou viabilidade
celular superior a 50% em todas as concentracbes analisadas, sendo que as
concentragbes maiores do extrato de 50 mg/mL a 200 mg/mL apresentaram
viabilidade celular entre 56,74 + 8,89% e 57,41 + 9,95%. A concentragdo de 25 mg/mL
apresentou viabilidade celular de 71,80 + 13,05% e as demais concentragdes
apresentaram valores superiores a 100% (Figura 5). O extrato de alcachofra (C.
scolymus) apresentou significativa redugcéo da viabilidade celular nas concentracfes
de 12,5 mg/mL a 200 mg/mL, com viabilidade celular abaixo de 50%, sendo: 20,05 *
2,55% (200 mg/mL), 7,37 £ 0.94% (100 mg/mL), 6,08 + 0,58% (50 mg/mL), 26,37 +
4,34% (25 mg/mL) e 27,27 + 4,16% (25 mg/mL). As demais concentragdes
apresentaram valores proximos a 100% sendo semelhantes ao grupo controle (Figura
6).
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Figura 1 - Teste de citotoxicidade do extrato de cha verde no tempo de exposi¢ao de 5
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Figura 1 - Viabilidade celular (%) apresentada por macrofagos nao tratados (Omg/mL)
e tratados por 5 min com extrato de cha verde nas concentra¢cées (200 mg/mL,100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL,

0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com nivel de
significancia de 5%.

Figura 2 - Teste de citotoxicidade do extrato de aroeira-do-sertdo no tempo de
exposi¢ao de 5 minutos.
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Figura 2 - Viabilidade celular (%) apresentada por macrofagos néo tratados (Omg/mL)
e tratados por 5 min com extrato de aroeira-do-sertdo nas concentracdes (200
mg/mL,100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56
mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com
nivel de significancia de 5%.

Figura 3 - Teste de citotoxicidade do extrato de alcachofra no tempo de exposicdo de

5 minutos.
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Fonte: Os autores.

Figura 3 - Viabilidade celular (%) apresentada por macrofagos néo tratados (Omg/mL)
e tratados por 5 minutos com extrato de alcachofra nas concentragdes (200
mg/mL,100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56
mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com
nivel de significancia de 5%.
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Figura 4 - Teste de citotoxicidade do extrato de cha-verde no tempo de exposi¢ao de
24 horas.
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Figura 4 - Viabilidade celular (%) apresentada por macréfagos nao tratados (Omg/mL)
e tratados por 24 h com extrato de cha verde nas concentragées (200 mg/mL,100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL,

0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com nivel de
significancia de 5%.

Figura 5 - Teste de citotoxicidade do extrato de aroeira-do-sertdo no tempo de
exposicao de 24 horas.
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Figura 5 - Viabilidade celular (%) apresentada por macrofagos néo tratados (Omg/mL)
e tratados por 24 h com extrato de aroeira-do-sertdo nas concentracdes (200
mg/mL,100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56
mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com
nivel de significancia de 5%.

Figura 6 - Teste de citotoxicidade do extrato de alcachofra no tempo de exposicéo de

24 horas.
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Figura 6 - Viabilidade celular (%) apresentada por macrofagos nao tratados (Omg/mL)
e tratados por 24 h com extrato de alcachofra nas concentragdes (200 mg/mL,100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,13 mg/mL, 1,56 mg/mL,

0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,20 mg/mL) (n=8). ANOVA e Testes de Tukey com nivel de
significancia de 5%.

2.3 Discussao

Durante a avaliacdo da citotoxicidade no tempo de exposi¢do de 5 minutos, as
concentragOes dos trés extratos obtiveram valores de viabilidade celular maiores que
50% indicando que o tempo de exposicdo de 5 minutos ndo foi citotdxico, exceto para
a concentracdo de alcachofra 200 mg/mL. Os valores de viabilidade celular mais
proximos do controle independente da concentracdo foram respectivamente do cha
verde, aroeira-do-sertdo e alcachofra. Jesus et al. em 2015 realizou o MTT no tempo
de exposicdo de 5 min do extrato glicdlico de abacateiro (Persea americana) e
observou a partir de concentracdes de 25mg/mL para baixo, que a viabilidade celular
ficou maior que 75%, e que no estudo atual, a alcachofra, no mesmo tempo de
exposicdo e concentracdes, sua viabilidade celular ficou em torno de 55%
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apresentando menor viabilidade celular que o abacateiro

No tempo de exposicdo de 24 horas, observou-se valores citotoxicos em 3
concentracdes do cha verde (50, 100 e 200 mg/mL) e em 4 concentracbes da
alcachofra (12,5; 50; 100 e 200 mg/mL), pois nestas concentracbes houve uma
reducao da viabilidade celular para menos de 50%.

Jé o extrato de aroeira-do-sertdo apresentou viabilidade celular superior a 50%
em todas as concentracdes analisadas. Ao comparar com estudos da aroeira-da praia
(Schinus terebinthifolius) que pertence a mesma familia Anacardicaeae ha resultados
gque indicam sua ac¢do cicatrizante. Ribas et al. (2006), que verificou que o0 uso tépico
de extrato das folhas de aroeira (Schinus terebinthifolius) promoveu maior proliferacéo
vascular e fibroblastica em relacdo ao grupo controle. Estevao et al. (2013; 2015)
verificaram importante papel do extrato de aroeira (Schinus terebinthifolius) em
acelerar o processo de cicatrizacdo em feridas da pele de ratos, com aumento do
namero de fibroblastos, fibras colagenas e mastocitos. Assim, pode-se verificar que o
extrato de aroeira-do-sertdo possui grande potencial para uso odontolégico, sendo
importante ampliar as pesquisas visando seu uso como, por exemplo, enxaguatdrio
bucal em casos de doenga periodontal.

O ché verde promoveu aumento da viabilidade celular em todas concentracdes
no tempo de contato de 5 min. No tempo de exposicdo de 24 horas, da concentragdo
de 0,20mg/mL a 12,5 mg/mL a viabilidade celular foi maior que 100%. A estimulag&o
da proliferacdo dos macréfagos pode estar relacionada a atividade antioxidante do cha
verde, ja observada por Cyboran et al. (2015) que verificaram a atividade antioxidante
em extratos secos das folhas e caule do cha verde que na concentragéo de 5,93+0,18
pg/mL apresentou 50% de inibi¢cdo da peroxidacao.

Em 2014, de Oliveira et al. analisaram a citotoxicidade do extrato glicélico
de Arctium lappa L. em macréfagos (RAW 264.7), pelo tempo de contato de 5 min, e
verificaram nas concentragfes de 250, 125 e 62.5 mg/mL do extrato valores de
viabilidade celular semelhantes ao grupo controle, no estudo com aroeira-do-sertéo e
cha verde em concentrag6es de 200, 100 e 50 mg/mL os valores ficaram acima de
grupo controle e para alcachofra os valores na concentracdo de 100 e 50 mg/mL
ficaram em torno de 60%. Assim, a alcachofra apresenta menor viabilidade celular
comparada com a bardana. Em 2013, Oliveira et al. analisaram a citotoxicidade pelo
teste de MTT em macrofagos (RAW 264.7), tempo de exposicdo de 5 min, dos
extratos glicolicos das seguintes espécies vegetais: Equisetum arvense L., Glycyrrhiza
glabra L., Punica granatum L. and Stryphnodendron barbatimam Mart. e verificaram na
concentracdo de 50 mg/mL de cada um dos extratos as respectivas viabilidades
celulares: 48 + 5.29%, 52+2.96%, 76+3.10% e 86+4.05%. A viabilidade celular foi
menor que 50% apenas no grupo tratado com Equisetum arvense L. No presente
estudo na mesma concentragcdo de 50 mg/mL para cada um dos extratos de
alcachofra, cha verde e aroeira-do-sertdo a viabilidade foi respectivamente em torno
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de 63%, 122% e 137%, assim os resultados sugerem que o chd verde e aroeira-do-
sertdo estimulam a proliferacdo dos macrofagos e nesta concentracdo os trés extratos
nao apresentam citotoxicidade.

Com relagéo a citotoxicidade no tempo de exposi¢do de 24 horas comparando
os valores da viabilidade celular dos trés extratos na concentracdo de 12,5 mg/mL, o
extrato de aroeira-do-sertdo apresentou 145,08+22,72%, o extrato de ch& verde
110,63+15,74% e o extrato de alcachofra 27,27+4,16%. Assim o extrato de alcachofra
foi o que apresentou maior citotoxicidade, com viabilidade celular bem abaixo de 50%.

3. CONCLUSAO

Os estudos de citotoxicidade de produtos naturais como os extratos glicélicos
das plantas sdo importantes para a aplicacdo clinica desses componentes em diversas
areas da saude, incluindo a odontologia, com seu uso em formulagbes de
enxaguatérios bucais, dentifricios e irrigantes intracanais. De acordo com o0s
resultados deste estudo, pode-se concluir que a citotoxicidade dos extratos é dose e
tempo dependentes, de modo que o extrato de ch& verde foi 0 menos citotéxico nos
tempos de contato de 5 minutos e 24 h, seguido pelo extrato de aroeira-do-sertdo. O
extrato de alcachofra foi 0 que apresentou maior citotoxicidade. Assim, sugere-se que
os estudos com extratos glicélicos de cha verde e aroeira-do-sertdo sejam ampliados a
fim de analisar seu potencial anti-inflamatoério e antimicrobiano, para direcionar seu
uso terapéutico nas concentra¢des néo citotoxicas.
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