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RESUMO

O uso de fitoterapicos tem se tornado um recurso valioso no seu tratamento de afecc¢des bucais,
como infecgcBes fungicas e bacterianas. Uma das doencas infecciosas e inflamatdrias mais
prevalentes na boca € a periodontite, que se ndo tratada, pode levar a perda dentéria. Este estudo
avaliou o potencial imunomodulador e antimicrobiano do extrato das folhas de Lippia alnifolia
Mart. & Schauer (LA) e Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke (VM). A avaliacdo imunoldgica
foi realizada por imunoensaio, apds cultivo das células do sangue periféerico de individuos com
e sem periodontite com o extrato da planta e o extrato do periodontopatégeno Porphyromonas
gingivalis (PG). A atividade antimicrobiana foi testada com concentracdo inibitéria minima e
ensaio de difusdo em disco. O extrato de LA inibiu a producédo de 1L-13, IL-6 e IFN-y, tanto
em relacdo com a concentracdo basal produzida pelas células, quanto com a concentracdao
produzida pelas células co-cultivadas com o extrato de PG. O co-cultivo de VM com PG
promoveu uma reducdo nos niveis de IL-1p, IL-13, IL-6, IFN- vy, IL-10 e IL-17. O extrato de
LA apresentou atividade bacteriostatica para Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis,
fungistatica para Candida albicans e fungicida para Candida glabrata. VM apresentou
atividade bactericida para a espécie Micrococcus luteus e bacteriostatica demais bactérias, bem
como atividade fungistatica para Candida albicans e fungicida para Candida glabrata. Os
extratos de LA e VM sdo promissores na regulacdo da producéo de citocinas em a antigenos de
PG e no controle de microrganismos bucais.

Palavras-chave: Citocinas, Doencas Periodontais, Plantas Medicinais, Anti-Infecciosos.



ABSTRACT

The use of herbal medicines has become a valuable resource in its treatment of oral disorders
such as fungal and bacterial infections. One of the most prevalent infectious and inflammatory
diseases in the mouth is periodontitis, which if left untreated, can lead to tooth loss. This study
evaluated the immunomodulatory and antimicrobial potential of Lippia alnifolia Mart &
Schauer (LA) and Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke (VM) leaf extract. Immunological
evaluation was performed by immunoassay after culturing peripheral blood cells of individuals
with and without periodontitis with the plant extract and the periodontopathogen
Porphyromonas gingivalis (PG) extract. Antimicrobial activity was tested with minimal
inhibitory concentration and disk diffusion assay. LA extract inhibited the production of IL-13,
IL-6 and IFN-y, both in relation to the basal concentration produced by cells and the
concentration produced by cells co-cultured with PG extract. Co-cultivation of MV with PG
promoted a reduction in IL-1B, IL-13, IL-6, IFN-y, IL-10 and IL-17 levels. The LA extract
showed bacteriostatic activity for Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Salmonella choleraesuis, fungistatic for
Candida albicans and fungicide for Candida glabrata. VM showed bactericidal activity for
Micrococcus luteus species and bacteriostatic other bacteria, as well as fungistatic activity for
Candida albicans and fungicide for Candida glabrata. LA and VM extracts are promising in
regulating cytokine production in PG antigens and in controlling oral microorganisms.

Keywords: Cytokines, Periodontal Diseases, Plants, Medicinal, Anti-infective agents.
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INTRODUCAO GERAL

A periodontite € uma doenca inflamatoria caracterizada pela perda de tecidos de
sustentacéo, reabsorcéo do 0sso alveolar e formacéo de bolsas periodontais (LIMA et al., 2008).
Resulta da interacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, agentes microbianos, fatores
ambientais e genéticos (FINOTI et al., 2017).

E iniciada por um biofilme com uma comunidade microbiana sinérgica e dishi6tica, com
a presenca de “patogenos — chave” que sdo encontradas em baixa quantidade, mas com agao
em toda a comunidade microbiana, sendo criticas para o desenvolvimento de disbhiose. O
exemplo melhor documentado é o de Porphyromonas gingivalis (HAJISHENGALLIS,
LAMONT, 2014), uma bactéria anaerébia Gram negativa que possui diversos fatores de
viruléncia capazes de interagir com o sistema imune do hospedeiro (TRINDADE et al.,
2011;2012;2013; CARVALHO-FILHO et al, 2013;2016;2019; SANTOS-LIMA et al,
2019a;2019b).

A periodontite tem sido investigada como fator de risco para agravos sisttmicos e
desfechos indesejaveis, como parto prematuro e nascimento de bebés com baixo peso
(TRINDADE et al., 2018; TRINDADE et al., 2017; SOUZA et al., 2015), pré-eclampsia
(KUMAR et al., 2014), diabetes (GALVIS, ZULUAGA, SALDARRIAGA, 2012), osteoporose
(PASSOS et al., 2010), sindrome metabodlica (GOMES-FILHO et al., 2016), pneumonia
(GOMES-FILHO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011), asma (SOLEDADE-MARQUES et al.,
2017), infarto agudo do miocardio (GOMES-FILHO et al., 2017) doenca renal cronica
(NUNES et al., 2018; ALMEIDA et al., 2011), dentre outras.

Um dos seus desfechos indesejaveis na cavidade bucal é a perda progressiva de dentes,
caso o tratamento adequado ndo seja realizado (TALVAN et al., 2017), gerando repercussdes
negativas na qualidade de vida dos individuos, prejudicando o desempenho de atividades
cotidianas e sociais. A rotina diaria do individuo é alterada, sofrendo modificacdes pela
interferéncia na fala, alteracbes comportamentais, dificuldades de mastigacdo, no convivio
social e na autoestima (PASSOS-SOARES et al., 2018).

De acordo com o ultimo levantamento epidemioldgico de satde bucal, realizado em
2010, no Brasil, a prevaléncia da doenga periodontal “moderada a grave” em adultos foi de
15,3% e para a condigdo “grave” foi de 5,8%. Adultos com idade mais avanc¢ada, de cor de pele
parda, sexo masculino, menor renda familiar e menor escolaridade apresentaram maiores
chances de desenvolver a periodontite (VETTORE, MARQUES, PERES, 2013). Além disso,
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as condicOes periodontais nas regides Norte e Nordeste foram piores em todas as idades e 0s
grupos etarios, quando comparadas com as demais regifes (BRASIL, 2012). Neste panorama,
a busca por novas alternativas que, com baixo custo, auxiliem no controle da periodontite, pode
gerar um impacto positivo as politicas publicas de satde bucal.

No Brasil, um pais de biodiversidade extremamente vasta (GONCALVES, PINTO
2013) foi aprovada, em 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
no SUS (PNPIC) desencadeando o desenvolvimento de politicas, programas e projetos em todas
as instancias governamentais, pela institucionalizacdo dessas praticas no SUS. (BRASIL,
2006).

No nordeste, regifes associadas a pobreza financeira, como o bioma caatinga, possuem
um grande namero de plantas com potencial biotecnoldgico a serem estudadas (LUCENA et
al., 2013) podendo representar uma fonte de tratamento eficazes e acessiveis a populacéo (JUIZ,
ALVES, BARROS, 2010).

Existe uma espécie de Lippia, encontrada na Chapada Diamantina, denominada Lippia
alnifolia Mart. & Schauer (CNCFLORA, 2012). Esta planta tem sido investigada quanto a acdo
antibacteriana de seu extrato metandlico, com resultados que fortalecem o seu uso popular
contra dermatite, infec¢bes vaginais e como anti-séptico bucal (PINTO et al., 2013), alem de
propriedades atividade espasmolitica, antitussigena e expectorante (VILELA, 2018). No
cerrado e nordeste brasileiro, uma arvore denominada Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke,,é
usada popularmente em individuos com diabetes (SANTOS et al., 2016). Possui propriedades
antimicrobiana (VALADARES, 2017; MATOS et al., 1988) antiulcerogénica (JESUS, 2007),
hipoglicemiante (OLIVEIRA et al., 2008).

Nesta perspectiva, 0 presente projeto tem como objetivo avaliar o efeito
imunomodulador e antimicrobiano do extrato das espécies vegetais Lippia alnifolia e Vatairea

macrocarpa sobre sangue total de voluntarios com e sem periodontite.



REVISAO DE LITERATURA

- Linhagens microbianas

A microbiota bucal € composta por centenas de espécies diferentes de bactérias, fungos,
protozoarios e arquéias (antigamente chamadas de arqueobactérias) (ARDIZZONI et al., 2018),
cada um tendo um papel particular, mas interagindo fortemente uns com os outros e com 0
hospedeiro, na doenca ou na saide (SAMPAIO-MAIA et al., 2016). Podem, por exemplo,
proteger o individuo contra a colonizagcdo de micro-organismos extrinsecos, que inclusive
podem afetar a saude sistémica. Por outro lado, as doencas bucais mais comuns sdo causadas
por componentes desta microbiota, sendo que muitos deles se organizam em biofilmes
(ARWEILER, NETUSCHIL, 2016).

Através da colonizacdo de micro-organismos nas superficies duras e macias (dentes,
superficies da lingua e epitélio) da cavidade oral, forma-se o biofilme (STONE, XU, 2017).
Nas comunidades microbianas bucais, as redes de maltiplas interacdes sinérgicas e antagbnicas
geram interdependéncias microbianas e conferem aos biofilmes uma resiliéncia a pequenas
perturbagdes ambientais. Se as principais pressdes ambientais excederem os limiares associados
a salde, a competitividade entre os micro-organismos bucais sera alterada e a disbiose podera
ocorrer, aumentando o risco de doengas (MARSH, ZAURA, 2017).

Existem bactérias criticas para o desenvolvimento da disbiose, como o Porphyromonas
gingivalis, que possui diversos fatores de viruléncia capazes de interagir com o sistema imune
do hospedeiro. Diversos estudos tém documentado a sua relagdo no desenvolvimento de
doengas bucais, como a periodontite (HAJISHENGALLIS, LAMONT, 2014; TRINDADE et
al., 2011; 2012; 2013; CARVALHO-FILHO et al, 2013; 2016; 2019; SANTOS-LIMA et al,
2019a; 2019b). Além da periodontite, os microrganismos bucais podem estar associados a
outras doencas da cavidade oral, como cérie dentaria, infecgdes endodonticas e cancer bucal
(SAMPAIO-MAIA et al., 2016).

O conhecimento sobre como 0s microorganismos interagem entre si, pode ser um fator
chave para entender a etiologia e a progressao de diversas doencas (SAMPAIO-MAIA et al.,
2016). Além de complicacbes na cavidade bucal, existem situacfes, como nas infeccdes
nosocomiais, em que microorganismos resistentes em pacientes com baixa imunidade podem

levar a graves consequéncias.
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As infeccdes nosocomiais (IN) apresentam alta incidéncia em hospitais e nas
unidades de terapia intensiva (UTIs). Sabe-se que essas infec¢des sdo uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em pacientes graves e estdo associadas ao aumento do tempo de
internago e ao custo hospitalar excessivo (ZARAGOZA, RAMIREZ, LOPEZ-PUEYO, 2014).

Existem varios fatores de risco, incluindo o uso de cateteres e outros equipamentos
invasivos, e certos grupos de pacientes - por exemplo, aqueles com trauma ou queimaduras —
gue sdo reconhecidos como mais suscetiveis a infeccdo nosocomial do que outros. A
conscientizagdo desses fatores e a adesdo a medidas preventivas simples, como a higiene
adequada das maos, podem limitar o 6nus da doenga. O tratamento da infeccdo nosocomial
depende da antibioticoterapia adequada e apropriada, que deve ser selecionada ap06s discussao
com especialistas em doencas infecciosas e adaptada a medida que os dados microbioldgicos
se tornam disponiveis (VINCENT, 2003).

A disseminacdo ambiental de bactérias resistentes a antibiticos tem sido reconhecida
como uma crescente ameaca & satde publica para a qual os hospitais desempenham um papel
significativo (LIEN et al., 2017). Os patdgenos ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter) sdo a principal causa de infec¢des nosocomiais em todo
o mundo. A maioria deles sdo resistentes a multiplas drogas, 0 que se torna um grande desafio
na préatica clinica. A resisténcia a multiplas drogas esté entre as trés principais ameacas a salde
publica global e geralmente é causada pelo uso excessivo de drogas ou prescricdo, uso
inadequado de antimicrobianos e produtos farmacéuticos abaixo do padrdo (SANTAJIT,
INDRAWATTANA, 2016).

Bacillus subtilis é uma espécie bacteriana notavelmente diversa que é capaz de crescer
em muitos ambientes. Analises genémicas comparativas revelaram que 0os membros desta
espécie também exibem consideravel diversidade. A identificacdo de genes especificos pode
explicar como B. subtilis se tornou tdo amplamente adaptado (EARL, LOSIC, KOLTER, 2008).
Tem sido utilizado no tratamento complexo de pacientes com infec¢Ges hospitalares do trato
urinario Metabdlitos de B. subtilis levam a diminuicdo da resisténcia da microbiota
uropatogénica isolada a antibioticos (PUSHKAREYV et al., 2007).

O habitat primario de Escherichia coli ndo patogénica € o intestino dos vertebrados,
vivendo em simbiose com o hospedeiro (TENAILLON et al., 2010). Enquanto isso, a
Escherichia coli patogénica causa milhdes de casos de disenteria e um milhdo de mortes por

ano (WIRTH et al., 2006). As cepas patogénicas também estdo relacionadas a infeccdes de
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feridas, meningite, septicemia, aterosclerose, sindrome urémica hemolitica e doencas
imunoldgicas, como artrite reumatoide (OLSVIK et al., 1991). Também tem sido demonstrada
a resisténcia a antibidticos pela Escherichia coli em ambiente hospitalar (LIEN et al., 2017).

Apesar de ser constituinte do microbioma oral humano, Micrococcus luteus
(ZAWADZKI et al., 2017) ja foi reportada como responsavel por casos de bacteremia em
pacientes imunodeprimidos (GUERRA, ASENJO, MARTIN, 2018), endocardite (DURST et
al., 1991; USO et al., 2003), pneumonia (SOUHAMI et al., 1979), endoftalmite (MINO DE
KASPAR, GRASBON, KAMPIK, 2010) e artrite séptica (BAUMBACH et al., 2018).

A dorméncia é um estado protetor no qual diversas bactérias, incluindo, Staphylococcus
aureus, Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum (sifilis) e Borrelia burgdorferi
(doenca de Lyme), reduzem a atividade metabdlica para sobreviver a estresses externos,
incluindo antibidticos. Evidéncias sugerem que a dorméncia esta relacionada a toleréncia a
antibidticos, reemergéncia de infeccdes latentes e formagéo de biofilme (MALI et al., 2017).

O Staphylococcus aureus € um patdgeno oportunista capaz de causar uma variedade de
doencas, incluindo osteomielite, endocardite e infeccbes de feridas. Estas infecgOes sdo
frequentemente cronicas e altamente resistentes ao tratamento com antibi6ticos. Uma
multiplicidade de fatores contribui para a viruléncia do S. aureus e altos niveis de falha do
tratamento. Estes incluem a sua capacidade de colonizar a pele e as narinas do hospedeiro, a
sua capacidade de evadir o sistema imunitario do hospedeiro e o desenvolvimento de resisténcia
a uma variedade de antibioticos (CONLON, 2014).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa que, como outros membros do
género Pseudomonas, é conhecido por sua versatilidade metabdlica e sua capacidade de
colonizar uma ampla gama de nichos ecoldgicos, como rizosfera, ambientes aquéaticos e
hospedeiros animais, incluindo seres humanos, onde pode causar infeccdes graves. Outra
particularidade da P. aeruginosa € a sua alta resisténcia intrinseca a anti-sépticos e antibidticos,
que é em parte devido a sua baixa permeabilidade da membrana externa (CHEVALIER et al.,
2017).

A Salmonella entérica sorotipo Choleraesuis (S. Choleraesuis) é um patgeno
intracelular facultativo Gram-negativo, capaz de induzir a célera em porcos cujos sintomas se
manifestam como febre, depressdo, septicemia, artrite e diarréia (LIU et al., 2017). O
mecanismo pelo qual S. Choleraesuis é mais invasivo para humanos ainda é desconhecido
(HUANG et al., 2016).
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Candida albicans é um dos patégenos fungicos mais comuns em humanos, devido a sua
alta frequéncia como um fungo oportunista e patogénico, causando infec¢bes superficiais e
invasivas em pacientes imunocomprometidos (XU et al., 2014). Um dos principais atributos de
viruléncia da Candida albicans é a sua capacidade de formar biofilmes, comunidades
densamente carregadas de células aderidas a uma superficie. Esses biofilmes séo
intrinsecamente resistentes a terapéutica antifungica convencional, ao sistema imune do
hospedeiro e a outros fatores ambientais, tornando as infeccdes associadas ao biofilme um
desafio clinico significativo (GULATI, NOBILE, 2016).

A cavidade bucal também pode ser acometida por doengas fungicas provocadas por
patdgenos oportunistas, como Candida albicans. Ocorrem principalmente em idosos usuarios
de prétese, em pacientes diabéticos e em individuos imunocomprometidos (ARDIZZONI et al.,
2018).

Nos ultimos anos, tem havido um notavel aumento nas infecgdes fungicas relacionadas
a espécies ndo-albicans de Candida, incluindo a Candida glabrata, que possui resisténcia
intrinseca e resisténcia comumente adquirida aos antifingicos azélicos (HU, HAYNE, 2015).
Esse fungo patogénico, prevalente em humanos, € caracterizado por sua extrema agressividade,
baixa resposta terapéutica e responsavel por candidiase recorrente grave (RODRIGUES, 2017).
Trata-se de um patdgeno oportunista que provoca infec¢Bes sistémicas potencialmente fatais
(KASPER, SEIDER, HUBE, 2015).

Filogeneticamente, C. glabrata esta mais intimamente relacionada ao organismo
modelo Saccharomyces cerevisiae que ndo é patogénico do que a outras especies de Candida.
Apesar da designacédo de C. glabrata como patdgeno desde 1957, relativamente pouco se sabe
sobre seu mecanismo de viruléncia. Nos Gltimos anos, a tecnologia para analisar as bases
moleculares da infeccdo se desenvolveu rapidamente, e aqui analisamos brevemente os
principais avancos em ferramentas e tecnologias disponiveis para explorar e investigar a
viruléncia de C. glabrata que ocorreu na Ultima década (HU, HAYNE, 2015).

Durante a infeccdo, C. glabrata tem que lidar com células do sistema imune inato, como
macréfagos, que pertencem a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores. Candida
glabrata é capaz de sobreviver e até mesmo se replicar dentro de macrofagos (KASPER,
SEIDER, HUBE, 2015).

Diante do exposto, fica evidenciada a necessidade de desenvolver estudos que
descubram alternativas no manejo clinico desses microorganismos, minimizando as graves

consequéncias, principalmente em pacientes imunocomprometidos.
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- Imunopatogénese da periodontite

A periodontite, doenca inflamatdria dos tecidos de suporte dos dentes (0sso, ligamento
periodontal e cemento) (BEKLEN, 2017), tem etiologia multifatorial, cujo fator primério € a
presenca de biofilme bacteriano sinérgico e disbidtico (MEYLE, CHAPPLE, 2015;
HAJISHENGALLIS, LAMMONT, 2014). Condigdes sociodemograficas desfavoraveis e
higiene bucal deficiente podem influenciar no estabelecimento dessa doenca (BAIJU et al.,
2019). Entretanto, sua manifestacdo resulta da interacdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, agentes microbianos, fatores ambientais e genéticos (FINOT]I et al., 2017).

Os mecanismos de resposta do hospedeiro a fatores microbianos estdo relacionados a
gravidade da doenca, uma vez que componentes e produtos dessas bactérias sdo capazes de
ativar as células de defesa do hospedeiro determinando a liberacdo de mediadores que
estimulam o dano tecidual (LIMA et al., 2008).

Existem moléculas protéicas, chamadas de citocinas, que enviam diversos sinais
estimulatorios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema
imunoldgico (VARELLA, FORTE, 2001). Elas influenciam a atividade, a diferenciacédo, a
proliferacéo e a sobrevida da célula imunologica, assim como regulam a producéo e a atividade
de outras citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a
resposta inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas possuem funcéo preferencialmente paracrina, atuando em células proximas
aquela que as sintetizaram; mas eventualmente agem de forma autdcrina, atuando na prépria
célula produtora e enddcrina, quando sua agdo é a distancia. (VARELLA, FORTE, 2001).
Diferentes tipos de células secretam a mesma citocina, e uma Unica citocina pode agir em
diversos tipos de células, fenbmeno denominado pleiotropia (OLIVEIRA et al., 2011). Além
disso, diversos estudos apontam as citocinas como importantes mediadores associados a
patogénese da periodontite (LIMA et al., 2008).

A interleucina-1p (IL-1pB) e a interleucina-6 (IL-6) s&o citocinas pré-inflamatdrias da
imunidade inata, encontradas em grande quantidade nos tecidos periodontais e no fluido
gengival de sitios com periodontite (MENEGAT et al., 2010; LIMA et al., 2008). Atuam no
recrutamento de leucdcitos para o local da infeccdo, estimulacdo da liberacdo de outros
mediadores inflamatdrios, além de desequilibrar o eixo RANK-RANKL-OPG (SINGH et al.,
2012; KWAN et al., 2004), levando a reabsor¢do dssea. De acordo com Mao et al., 2016, a

interleucina-1p (IL-1B) quando em baixas concentragdes, promove a osteogénese. Entretanto,
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quando em altas doses, inibe esse processo. Com relagcdo a IL-6, tem sido demonstrado que
individuos portadores de periodontite apresentam polimorfismos nos genes dessa citocina, que
podem determinar sua alta producédo (TRINDADE et al., 2013).

A interleucina 13 (IL-13) é uma citocina multifuncional do perfil T-helper tipo 2 (Th2),
que pode diminuir as respostas inflamatérias e desempenhar um papel na regulacdo da
homeostase do colageno em fibroblastos gengivais. A IL-13 regula o fator de transformacao do
crescimento B (TGF- B), uma citocina conhecida por estimular a produgdo de colageno. Além
disso, infra-regula a producdo de metaloproteinases da matriz (MMP-1), enzimas que estdo
envolvidas na degradacéo de proteinas do tecido conjuntivo (BEKLEN, 2017).

A interleucina-17 (IL-17) € uma citocina chave na ativacdo das ceélulas T para a
mobilizacdo e ativacdo de neutrdfilos. Como tal, a IL-17 pode mediar a imunidade inata
protetora contra patdégenos ou contribuir para a patogénese de doengas inflamatdrias. Além de
promover a inflamacdo neutrofilica, a IL-17 tem efeitos pro-osteoclastogénicos potentes que
provavelmente contribuem para a patogénese da periodontite (ZENOBIA,
HAJISHENGALLIS, 2015).

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina considerada anti-inflamatoria, inibindo a
producéo de citocinas pro-inflamatdrias citocinas inflamatorias, como IL-1a, TNF-a e 1L-6
(FOEY et al., 1998). Também possui funcBes relacionadas a inibi¢do da fagocitose de células
inflamatorias (LIRA-JUNIOR et al., 2013). Tem sido relacionada a periodontite, com agéo
inibidora/moduladora sobre o sistema imune (TRINDADE et al., 2012; TRINDADE et al.,
2013)

O inferferon gama (IFN-y) é uma citocina que, por sua natureza pré-inflamatdria, é
importante na modulagéo da osteoclastogénese na periodontite, sendo capaz de ativar ou inibir
a reabsorcdo 0ssea. Seus niveis elevados no soro e no fluido gengival podem ser associados
com a severidade da periodontite (BEILER, FISCHER, FIGUEIREDO, 2013).

Neste contexto, percebe-se como na periodontite é desencadeada uma complexa
estimulagdo do sistema imunolégico do hospedeiro (BARBOSA et al., 2012). Sendo assim, a
compreensdo deste complexo mecanismo associado a interacdo bactéria-hospedeiro parece ser

um caminho para o avanco no controle da doenca.
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- Tratamento da periodontite

O tratamento da periodontite visa prevenir a progressao da doenca com a intencao de
reduzir o risco de perda dentaria, minimizar os sintomas e possivelmente restaurar o tecido
periodontal perdido (GRAZIANI et al., 2017).

A intervencdo terapéutica necessita da introducdo de técnicas que tem por objetivo a
mudanca do comportamento do individuo, tais como: instru¢6es individuais de higiene bucal,
um programa de cessacdo do tabagismo, ajuste dietético e controle de placa. E necesséria a
remocdo de célculo e em alguns casos, farmacoterapia local e sistémica, aléem de cirurgia
(GRAZIANI et al., 2017).

Para remover o calculo dentéario, € feita a raspagem e alisamento das superficies
radiculares. Alem disso, durante o tratamento periodontal, medidas de cuidado pessoais para o
controle do biofilme bucal também sdo muito importantes. Além da escovacgdo e uso do fio
dental, também devem ser considerados fatores como educacdo, motivacdo e adesdo a
recomendacéo profissional (ARWEILER, AUSCHILL, SCULEAN, 2018).

Ap0s o tratamento, para manutencdo da condicdo periodontal obtida, é recomendada
profilaxia com instrucbes de higiene bucal, isoladamente ou em combinacdo com
instrumentacdo subgengival, a depender do caso (ANGST et al., 2019).

Adjuvantes quimicos também podem ser utilizados na terapia periodontal, como o0 uso
de colutdrios e antibioticos (GONCALVES, PINTO, 2013), sendo que o tratamento periodontal
mecanico se beneficia da quimioterapia antimicrobiana adjunta (GRAZIANI et al., 2017).

Quanto ao uso de colutérios, a composicao desses produtos é bastante diversa, variando
de acordo com o a indicacdo de uso, fabricante e apresentacdo comercial. Sdo produtos de facil
acesso, podendo ser adquirido em supermercados e farmacias (CORTEZ, 2011). Enxaguatorios
bucais contendo triclosan, clorexidina e cetilpiridinio se mostram eficazes na regulacdo da
homeostase microbiana da cavidade oral, fornecendo um balango positivo para a satde bucal
(ARDIZZONI et al., 2018). Entretanto, a clorexidina tem efeitos adversos que devem ser
considerados, tais como: alteracdo na coloracdo nos elementos dentarios, restauracdes, proteses
e lingua, perda do paladar, xerostomia e gosto residual desagradavel na boca (PERGORARO
et al., 2014). O uso do triclosan, uma substancia bactericida presente em alguns colutérios, tem
sido questionado em funcdo de alguns fatores, tais como a toxicidade e a capacidade de
bioacumular (CORTEZ, 2011). Além disso, sua presenga em aguas superficiais pode afetar uma
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grande variedade de organismos aquaticos (TIBURTIUS, SCHEFFER, 2014), agredindo
sobremaneira o meio ambiente.

A prescri¢do de antibidticos pode ser indicada como tratamento adjuvante na terapia
periodontal, especialmente nas formas mais agressivas da periodontite (DAHLEN, PREUS,
2016). Entretanto, o seu uso indiscriminado pode resultar na resisténcia bacteriana
(SEKIGUCHI et al, 2007).

A resisténcia a antibioticoterapia convencional e a antissépticos bucais exigem a busca
por novos métodos coadjuvantes ao tratamento clinico da periodontite. Assim, ja que o Brasil
possui varias espécies com potencial biotecnoldgico, é natural que se procure em nossas plantas
produtos que beneficiem a populagéo a custos mais baixos (JUIZ, ALVES, BARRQOS, 2010)
Neste contexto a eficacia de plantas medicinais, como componentes tanto nos géis dentifricios,
como nos enxaguatorios bucais, tem sido investigada para o tratamento de gengivites e a
utilizacdo de extratos vegetais vem se tornando uma alternativa importante para a prevencéo de
doengas periodontais (CORDEIRO et al., 2006).

- Lippia alnifolia Mart. & Schauer

As plantas do género Lippia sdo arbustos pertencentes a familia Verbenaceae
(CNCFLORA, 2012), usados popularmente como antissépticos, bem como no tratamento de
doencas infecciosas (PINTO et al., 2013), incluindo afeccdes da cavidade bucal (OLIVEIRA
et al., 2018).

Existe uma espécie de Lippia que é endémica do Estado da Bahia, sendo encontrada na
regido da Chapada Diamantina, denominada Lippia alnifolia Mart. & Schauer (CNCFLORA,
2012). E um arbusto aromatico que cresce em solos arenosos, entre rochas (MATES et al,
2000). Esta citado na “Lista de espécies da flora brasileira com deficiéncia de dados”, presente
no Anexo 1l, pagina 5, da Instrugdo Normativa n° 6, de 23 de setembro de 2008, do Ministério
do Meio Ambiente (BRASIL, 2008) e ainda € pouco estudado, com dados escassos na literatura
sobre suas propriedades.

Um estudo para a revisdo e atualizacdo taxonémica da familia VVerbenaceae para a
Flora do Brasil (SALIMENA, MULGARA, 2015), relatou que a Lippia alnifolia Mart. &
Schauer foi descrita com base na cole¢do de Martius s.n., havendo a referéncia: “In campis
graminosis Brasiliae, in Prov. Minarum et Bahiensis” (em campos graminosos no Brasil, em

ameaca na Bahia).
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Conhecida popularmente como alecrim-do-mato (AGRA, FREITAS, BARBOSA-
FILHO, 2007) e pedressa (MATES et al., 2000), trata-se de um arbusto de até 2,5 m de altura
com folhas coriaceas, aromaticas, rugosas e flores rosadas. E encontrada em afloramentos
rochosos de campos rupestres, em altitudes de 1000-1500 m. Floresce em margo e julho e
frutifica em julho (MOLDENKE, 1981).

Na Babhia, € encontrada na regido da Chapada Diamantina, no Morro do Pai Inacio.
Nesta regido, foram descritas densidades absolutas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer de 3,48
ind./ha no Platd Cruz, platd mais alto que abrange o cume de 1.170 metros de altitude, e de 1,55
ind./ha no Platd Dois, 50 m abaixo do primeiro. Os substratos nos dois platds s&éo compostos
por afloramentos rochosos de quartzito-arenito, solos arenosos e fragmentos de rochas variaveis
em tamanho. A espécie também é encontrada em areas de conservagdo nessa regidao, como a
Area de Protecdo Ambiental Marimbus-Iraquara. Os locais onde a espécie ocorre estdo sujeitos
a degradacdes causadas por atividades como exploragédo de recursos vegetais nativos, abertura
de pastagens, queimada, garimpo e agricultura (CONCEICAO, GIULIETTI, 2002).

Apesar dos poucos estudos existentes com a Lippia alnifolia Mart. & Schauer na
literatura cientifica, sabe-se que os constituintes principais do seu 6leo essencial séo o limoneno
- 47,2% e oxido de piperitenona - 44,6% (MATES et al., 2000). Além disso, tem sido
investigada a acdo antibacteriana de seu extrato metanolico, com resultados que justificam o
seu uso popular contra dermatite, infeccdes vaginais e como anti-séptico bucal (PINTO et al.,
2013), alem de propriedades atividade espasmolitica, antitussigena e expectorante (VILELA,
2018).

- Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke

A Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke, conhecida popularmente como amargoso,
maleiteira e angelim-do-cerrado, pertence a familia Leguminosae (ou Fabaceae) (SANTOS et
al., 2016). Sua floracdo é bianual e ocorre entre os meses de junho a agosto e a frutificacdo
entre os meses de setembro e outubro (COSTA, LIMA, SILVA, 2014). E uma arvore selvagem
nativa do cerrado e amplamente distribuida através todo o territério brasileiro, usada
popularmente em individuos com diabetes (SANTOS et al., 2016). Possui propriedades
antimicrobiana (VALADARES, 2017; MATOS et al., 1988) antiulcerogénica (JESUS, 2007),
hipoglicemiante (OLIVEIRA et al., 2008).

Foram encontrados compostos fendlicos e flavonoides tanto nas folhas quanto no caule
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desta planta, cujas folhas demonstraram atividade antimicrobiana (VALADARES, 2017). O
extrato metandlico de Vatairea macrocrpa (Benth.) Ducke demonstrou efeito preventivo de
ulceracbes e promoveu elevacdo no conteddo de muco da mucosa gastrica. Em analise
fitoquimica foi detectada a presenca de flavonoides, flavonas, taninos, esterdides, quinonas e
resinas. Desta forma, o efeito antiulcerogénico do extrato pode estar relacionado com sua
atividade antioxidante e citoprotetora através da elevacdo do muco da parede géastrica (JESUS,
2007).

Considerando que o uso de produtos naturais tem recebido recentemente mais atencédo
como uma estratégia no combate a doencas infecciosas causadas por microorganismos
multirresistentes, Santos et al., 2019 avaliaram a capacidade de uma lectina de ligacdo a
galactose de sementes de Vatairea macrocarpa, para modular atividade antibidtica contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, demonstrando, pela primeira vez, a atividade de
modulacdo de uma lectina vegetal sobre a resisténcia microbiana.

Goncalves et al., 2013, avaliaram a capacidade da lectina de ligacdo a galactose de
sementes de Vatairea macrocarpa em alterar a funcao neural em camundongos. Os resultados
mostraram o desencadeamento de respostas neuroinflamatérias no hipocampo e a exibicéo de
atividade depressiva, indicando um duplo papel para lectinas de ligacdo a galactose na
modulacéo da funcdo do sistema nervoso central.

O extrato acetdnico da planta mostrou acentuada atividade antibacteriana sobre
Klebsiella sp e Staphylococcus aureus, mas se mostrou inativo frente as bactérias Yersinia
enterocolitica, Clostridium perfringens e Escherichia coli, bem como para os fungos
Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae (MATOS, AGUIAR, SILVA, 1998).

Apesar da literatura relatar as propriedades descritas acima, ainda sdo escassos 0S
estudos que avaliaram as suas propriedades bioldgicas, principalmente relacionadas a condi¢des

inflamatorias e infecciosas da boca.
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CAPITULO 1

Avaliacdo do potencial imunomodulador do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart.

& Schauer na periodontite.
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Resumo

A periodontite é uma doenca de etiologia multifatorial, iniciada por um biofilme com
uma comunidade microbiana sinérgica e disbidtica. Caso o tratamento adequado ndo seja
realizado, pode ocorrer a perda dentéaria, gerando repercussdes negativas na qualidade de vida
dos individuos. Considerando a alta prevaléncia das doencas periodontais num contexto onde
existe uma Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC), as
plantas medicinais podem representar uma fonte de tratamento eficazes e acessiveis a
populacdo. Objetivo. Nesta perspectiva, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
imunomodulador do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer na periodontite.
Métodos. Os grupos de comparagdo consistiram em um grupo teste, formado por individuos
com o diagnostico de periodontite (P) e um grupo controle, com individuos sem periodontite
(SP). A producdo das citocinas nos sobrenadantes da cultura de sangue total foi quantificada
utilizando-se o método de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. ConstatagOes e principais conclusdes. O extrato da Lippia alnifolia Mart. &
Schauer regula a producdo de citocinas produzidas em resposta a presenga de antigenos de
Porphyromonas gingivalis.

Palavras Chave: Citocinas, Doencas Periodontais, Plantas medicinais.
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Abstract

Periodontitis is multifactorial disease, initiated by a synergistic and dysbiotic
subgingival biofilm. If it is not properly treated, tooth loss may occur, generating negative
repercussions on the individuals' quality of life. Considering the adjuvant role of chemical
control of biofilm, medicinal plants can represent a source of effective and accessible treatment
for the population. Objectives. To evaluate the immunomodulatory potential of the leaf extract
of Lippia alnifolia Mart. & Schauer on periodontitis.Methods. A test group was composed by
individuals with periodontitis (P) and a control group, with individuals without periodontitis
(SP). Cytokine production in supernatants from whole blood culture was quantified using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Findings and main conclusions. L. alnifolia
Mart. & Schauer (LA) inhibited the production of IL-13 (p = 0.024), IL-6 (p = 0.000) and IFN-
g (p = 0.000). This inhibition was maintained even when P. gingivalis extract was added to the
culture (LA + PG), with levels still reduced compared to unstimulated cells at IL-13 (p = 0.003),
IL-6 (p = 0.000) and IFN-g (p = 0.000). The extract of Lippia alnifolia Mart. & Schauer
regulates the production of cytokines produced in response to the presence of Porphyromonas
gingivalis antigens.

Keywords: Cytokines, Periodontal Diseases, Plants, Medicinal.
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1.1 Introducéo

A periodontite € uma doenca de etiologia multifatorial na qual existe a participacéo de
fatores bacterianos, ambientais e da resposta imune do hospedeiro (CORREA et al., 2017). E
iniciada por um biofilme com uma comunidade microbiana sinérgica e disbiotica. Existem
bactérias denominadas “patdgenos — chave” que sdo encontradas em baixa quantidade, mas
com efeitos em toda a comunidade, sendo criticas para o desenvolvimento de disbiose. O
exemplo melhor documentado é o da Porphyromonas gingivalis (HAJISHENGALLIS,
LAMMONT, 2014).

A sua prevaléncia mundial é alta, sendo a principal causa de perdas dentéarias em adultos
(VIEIRA et al, 2018). Devido a heterogeneidade metodoldgica existente nos estudos atuais,
conclusoes a respeito da incidéncia e prevaléncia global da periodontite ndo podem ser firmadas
(FRENCKEN et al., 2017). No Brasil, de acordo com o ultimo levantamento epidemioldgico
nacional de saude bucal, realizado em 2010, a prevaléncia da doenga periodontal “moderada a
grave” em brasileiros adultos foi de 15,3% e para a condicao “grave” foi de 5,8%, com variagdes
consideraveis entre 0s municipios e regides. Adultos com idade mais avancada, de cor de pele
parda, sexo masculino, menor renda familiar e menor escolaridade apresentaram maiores
chances para as condigdes periodontais investigadas (VETTORE, MARQUES, PERES, 2013).

Caso o tratamento adequado ndo seja realizado, pode ocorrer a perda dentaria. Assim,
sdo geradas repercussdes negativas na qualidade de vida dos individuos, prejudicando o
desempenho de atividades cotidianas e necessarias. A rotina diaria é alterada, sofrendo
modificacbes pela interferéncia na fala, dificuldades de mastigacdo, alteracdes
comportamentais, com repercussfes no convivio social e na autoestima (PASSOS-SOARES et
al, 2018).

Considerando a alta prevaléncia das doengas periodontais num contexto onde existe uma
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC), publicada na
forma das Portarias Ministeriais n°® 971 em 03 de maio de 2006, e n° 1.600, de 17 de julho de
2006 (BRASIL, 2006), o estudo de novas alternativas para o controle da periodontite pode
impactar significativamente as politicas publicas de satde bucal.

Entende-se que as plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para
o tratamento de doencas, inclusive bucais (CORDEIRO et al., 2006). No Brasil, pais detentor
de uma rica biodiversidade, as plantas medicinais podem representar uma fonte de tratamento

eficazes e acessiveis a populacdo (JUIZ, ALVES, BARROS, 2010). Nesta perspectiva, este
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trabalho teve como objetivo avaliar o potencial imunomodulador do extrato das folhas de Lippia

alnifolia Mart. & Schauer na periodontite.

1.2 Materiais e métodos

1.2.1 Aspectos éticos

O projeto foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), sendo o nimero do parecer: 1.344.223 (2015). Foram obtidos os
termos de consentimento livre e esclarecido dos individuos selecionados, que explicam em

linguagem clara e acessivel os procedimentos empregados e suas finalidades.

1.2.2 Selecéo dos participantes da pesquisa

Foram convidados a compor a amostra, individuos com boa salde sistémica que
buscaram atendimento odontolégico nos ambulatérios do curso de Odontologia da UEFS, no
periodo de agosto de 2016 a dezembro de 2018, e possuiam ao menos quatro dentes em boca.
Os critérios de ndo inclusdo avaliados pela anamnese e considerados para este estudo foram:
historia de hipertensdo, diabetes, doengas autoimunes, gestacao atual, tratamento periodontal
anterior, fumo atual ou anterior, uso de antibidticos e anti-inflamatorios, respectivamente, nos
seis e dois meses anteriores a coleta.

Os grupos de comparacao consistiram em um grupo teste, formado por individuos com

o diagnostico de periodontite (P) e um grupo controle, com individuos sem periodontite (SP).

1.2.3 Calculo do tamanho da amostra

Para a avaliagdo do efeito imunomodulador do extrato de Lippia alnifolia na
periodontite cronica, foi proposto um estudo do tipo experimental em células do sangue
periférico dos participantes. Para o calculo do tamanho da amostra foi efetuado um estudo piloto
para a determinacdo do erro minimo e do desvio padrdo a serem considerados, para um nivel
de significancia de 5% e poder do teste 80%. Sendo assim, considerando o desvio padréo dos
niveis de IL-6 de 1.260 pg/mL e um erro minimo de 950pg/mL, o nimero 26 de participantes

apontado para cada grupo foi de 28 individuos. Acrescentando 10% para previsao de perdas, o
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tamanho total da amostra calculado foi de 31 participantes com periodontite e 31 participantes

sem periodontite.

1.2.4 Calibracéo do pesquisador para a realiza¢do do exame periodontal

Dado o alto grau de subjetividade do diagndstico das doengas bucais, a realizacdo da
calibracdo com os examinadores € muito importante, para que se obtenha uma a uniformidade
nos diagnosticos obtidos (OLIVEIRA et al., 1998).

A avaliagdo da condigdo periodontal foi realizada por um examinador, cirurgido
dentista, previamente treinado. Os resultados obtidos pelo examinador durante o periodo de
calibragdo foram comparados com os resultados obtidos por um professor, Doutor em
Periodontia, considerado no teste como padréo ouro.

A concordancia das medidas clinicas foi calculada pelo indice Kappa
interexaminadores, obtendo-se os valores de concordancia de 0,83 e 0,74, para as medidas de

profundidade de sondagem e recessao, respectivamente.

1.2.5 Exame periodontal

No exame periodontal, foram medidos: o indice de sangramento a sondagem,
profundidade de sondagem de sulco/bolsa e a recessao/hiperplasia gengival e obtidos os valores
de nivel de insercdo para toda a cavidade bucal. Tais observacdes foram obtidas em seis
diferentes locais para cada unidade dentaria (disto-vestibular, médio-vestibular, mesio-
vestibular, disto-lingual, médio-lingual, mesio-lingual), exceto para o indice de placa visivel
que foi avaliado apenas em 4 locais (mesial, distal, vestibular e lingual). Todas as medidas
foram realizadas com o auxilio de uma sonda milimetrada do tipo Williams e registradas no

periograma.
1.2.6 Diagnostico da periodontite
O diagnostico da condicdo periodontal foi realizado empregando-se o critério que

considera com periodontite o individuo que apresentar pelo menos quatro dentes com no

minimo um sitio com profundidade de sondagem maior ou igual a 4 mm, perda de insercdo
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maior ou igual a 3mm e sangramento a sondagem, no mesmo sitio (GOMES-FILHO et al.,
2007).

1.2.7 Cultura de células

A colheita de 30 mL de sangue periférico foi realizada por pungdo venosa em todos 0s
sujeitos da pesquisa por sistema a vacuo com tubos heparizados para a realizacao da cultura de
sangue total.

Em um fluxo laminar, em ambiente estéril, para cada participante, 02 ml de sangue
foram colocados em cada pogo de uma placa de cultivo celular de 24 pogos (COSTAR, Nova
lorque, EUA). As células foram cultivadas com 0,5 pg/mL do extrato imunogénico de P.
gingivalis ATCC 33277 (TRINDADE et al., 2008), com 10 pg/mL do extrato de Lippia
alnifolia Mart. & Schauer ou com ambos os estimulos, concomitantemente. Um poco
permaneceu apenas com o sangue total, representando o controle negativo, e em outro, foram
colocados 2,5 pg/ml do mitégeno Pokeweed (PWM), como controle positivo.

As células foram cultivadas em estufa com 5% de CO2 a 37°C. Apo0s 48h, o material
foi coletado dos pogos e centrifugado em centrifuga para microtubos para obtencdo do
sobrenadante, que foi armazenado a - 20°C até o momento das anélises.

1.2.8 Obtencéo do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer

As folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer foram coletadas e levadas ao Laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) da UEFS, secas a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, e posteriormente pulverizadas em moinho de facas. Apds a
pulverizagdo, o material foi submetido a extracdo consecutiva, por trés vezes, por maceracao
com metanol. Em seguida o extrato bruto foi concentrado em evaporadores rotatorios sob
pressdo reduzida e em temperatura entre 40° e 45°C. Os residuos do solvente foram retirados

por evaporacgdo em capela de exaustao.

1.2.9 Dosagem de proteina

Aliquotas do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer foram diluidas em

metanol (Synth)/DMSO (Dimetilsulféxido) (Synth) a 3% e filtradas com membrana estéril de
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didmetro de 0,22um para obtencdo da concentracdo proteica. A dosagem de proteinas foi
realizada com a técnica de Lowry modificada, de acordo com as instru¢des do fabricante (DC™

ProteinAssay da Biorad, CA, USA) e o resultado foi obtido pela leitura em espectrofotometro.

1.2.10 Avaliagéo da citotoxicidade celular

Para avaliacdo da viabilidade celular do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. &
Schauer, o sangue de trés participantes foi processado para a obtencdo de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) (TRINDADE et al., 2011), que foram cultivadas
nas mesmas condi¢des da cultura de células de sangue total. O extrato foi aplicado em diferentes
pocos nas concentracdes de: 1 pg/mL , S5pg/mL, 10pug/mL e 20pg/mL. O teste colorimétrico
que avalia a conversao de MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolium]
- em formazan (Sigma, St. Louis, MI, USA) foi empregado obedecendo as instru¢bes do

fabricante, usando o comprimento de onda de 570nm para obtencdo das densidade ética.

1.2.11 Avaliagéo da Producéo de Citocinas

A producéo das citocinas IFN-y, 1L-6, 1L-10, IL-13, IL-17, (Biolegend, CA, USA) e
IL1-B (Invitrogen,CA, USA) nos sobrenadantes da cultura de sangue total foi quantificada
utilizando-se o método de ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instrucdes dos
fabricantes.

Ap6s 48 horas de cultivo, em presenga do mitdgeno pokeweed (PWM) (2,5 pg/mL); do
antigeno, extrato de P. gingivalis (0,5 ug/mL); do extrato de Lippia alnifolia (10 ug/mL) e do
extrato de Lippia alnifolia (10 pg/mL) em adigdo concomitantemente ao extrato de P. gingivalis
(0,5 pug/mL), as citocinas foram mensuradas por imunoensaio enzimatico usando-se Kits
disponiveis comercialmente. Os ensaios foram realizados usando-se placas de poliestireno de
alta adsor¢do com 96 pocos de fundo chato (COSTAR, Coornig Life Science, Tewksbury, MA,
EUA). Todas as etapas foram realizadas também de acordo com as instruc@es do fabricante.
Apos revelacdo com tetrametilbenzidina (TMB) e parada da reagdo com H2SO42N, a densidade
Otica foi determinada em Leitora de ELISA (ELx 800 — Bio-Tek) ajustada para um
comprimento de onda na faixa de 450 nm.
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1.2.12 Andlise estatistica

Inicialmente, foi efetuada uma andlise descritiva das caracteristicas clinicas dos
individuos, para caracterizagdo dos grupos de estudo. Em seguida, a distribuicdo dos dados
referentes as variaveis principais do estudo foi verificada com o emprego do teste qui-quadrado
para variaveis categoricas ou com o teste Kolmogorov-Smirnov, para varidveis continuas.

As comparacdes entre os estimulos foram feitas com o teste Kruskall-Wallis e entre os
grupos foi feita com o teste Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas se valores de p <0,05.

1.3. Resultados
1.3.1 Descritores clinicos

O extrato concentrado de Lippia alnifolia demonstrou uma concentracéo proteica de
4,53 mg/ml. Na analise de citotoxicidade celular, foi observado que as células se mantiveram
viaveis quando o extrato foi testado a 1 pg/mL, 5ug/mL, 10pg/mL e 20ug/mL, sendo escolhida
a concentracao de 10ug/mL para a execucgdo dos experimentos.

Foram selecionados 58 individuos para participar do estudo, sendo que destes, 17
compuseram o grupo com periodontite (CP) e 41 compuseram o sem periodontite (SP). A média
+ desvio padréo da idade foi de 43,18+11,01 no grupo CP e 38,44+12,80 no grupo SP. A
avaliacdo dos dados clinicos investigados demonstrada na tabela 01 evidenciou que 0s grupos
foram homogéneos entre si com relacdo a idade (p=0,165) e ao numero de dentes presentes na
boca (p=0,450). Entretanto, foi observada diferenca estatisticamente significante entre o0s
grupos com relacdo ao sexo (p=0,012). Quanto aos descritores clinicos periodontais, houve
diferenca estatisticamente significante no percentual de sitios com SS (p=0,001), percentual de
sitios com profundidade de sondagem > 4mm (p=0,000) e percentual de sitios com nivel de
inserc¢ao clinica > 3mm (p=0,000), ratificando a pior condi¢do no grupo com o diagndstico da

doenca.
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Tabela 01:; Caracteristicas clinicas dos grupos com periodontite (P) e sem periodontite (SP), diagnosticados segundo os

critérios de Gomes-Filho et al., (2007).

DESCRITORES CLINICOS

CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE
Gomes-Filho et al, 2007

Com periodontite Sem periodontite P
(CP) (SP)

Sexo N % N %
Masculino 10 588 10 244
Feminino 07 651 31 667 0,012
Total 17 100 4 100
Idade N=17 N=41
Média £DP 43,18+11,01 38,44+12,80 0,165
N° de dentes N=17 N=41
Mediana (IQ) 22,00 (19,00-26,00) | 24,00 (19,50-27,00) 0,450
% de sitios com sangramento N=17 N=41
Mediana (1Q) 45,65 (28,55-69,77) | 9,52 (3,66-32,40) 0,001
% de sitios com profundidade de sondagem >4mm N=17 N=41
Mediana (1Q) 16,66 (8,27-38,48) 0,00 (0,00-3,77) 0,000
% de sitios com NIC > 3mm N=17 N=41
Mediana (IQ) 51,85 (15,06-76,05) | 7,63 (2,15-18,37) 0,000

1.3.2 Citocinas

Na comparacdo dos grupos estudados quanto as concentragfes de citocinas no
sobrenadante de cultura, foi possivel observar que ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre CP e SP nos niveis de IL-13, IFN-y, IL-6 e IL-10. N&o foi obtida amostra
suficiente no grupo SP para a comparagdo quanto aos niveis de IL-17.

Observando a producdo de citocinas pelas células humanas independentemente da
condicdo periodontal, demonstrada na figura 1, foi possivel constatar que as células cultivadas
com o extrato de Porphyromonas gingivalis (PG) produziram niveis mais elevados de IL-1
(p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN-y (p=0,000), IL-10 (p=0,004) e IL-17 (p=0,006) do que as
células nao estimuladas (B), enquanto que o extrato de L. alnifolia (LA) inibiu a producédo de
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IL-13 (p=0,024), IL-6 (p=0,000) e IFN-y (p=0,000). Esta inibicdo se manteve mesmo quando
0 extrato de P. gingivalis foi adicionado ao cultivo (LA+PG), com niveis ainda reduzidos em
comparagdo com as células ndo estimuladas nas concentragdes de IL-13 (p=0,003), IL-6
(p=0,000) e IFN- y (p=0,000).

As células cultivadas com o extrato de P. gingivalis induziram concentra¢des mais altas
de IL-1b (p=0,000), IL-13 (p=0,002), IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,003), IL-10 (p=0,001) e IL-
17 (p=0,003) do que aquelas cultivadas com o extrato de L. alnifolia. Entretanto, a presenca do
extrato de L. alnifolia no cultivo juntamente com o extrato de P. gingivalis reduziu a producgéo
de IL-1B (p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,000), IL-10 (p=0,001) e IL-
17 (p=0,003), em relacdo as concentracbes induzidas pelo extrato de P. gingivalis isoladamente.
A combinacdo dos extratos fez com que os niveis de IL-1p (p=0,000) fosse maior do que

aqueles observados com a utilizacdo do extrato de L. alnifolia separadamente.

pa/mi
[ST-_TXW-N
11 1
1
L
H
a/ml
: I P
T S .
I
—
HIE 1
HITH
HIH
pg/ml
orndad
be—
|
g

< Q @0" ¢ £
< F Q@ \? < F
IFN-y IL-10 IL-17

T ] o H -
e || |ee

pg/mi
—‘ooo-—-
owmomo;

0.35

1mTTT ] 7T 1 d71 7

1000 -100

-
-
L
i
pa/ml

o

0 C; T 150 T T T T T

L FQ o & 0O ¥ O S 0 v 0
Q‘“ F & & ¢ VR @C« & VR
& < N

Figura 1: Concentracdo de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura de células do sangue periférico
humanas cultivadas sem estimulacéo antigénica (Branco), com o mitégeno pokeweed (PWM), com o
extrato de P. gingivalis (PG), com o extrato de Lippia alnifolia (LA) e com ambos 0s extratos
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concomitantemente (LA+PG). A: interleucina 1 (IL-1B); B: interleucina 13 (IL-13); C: interleucina 6
(IL-6); D: interferon y (IFN-y); E: interleucina 10 (IL-10) e F: interleucina 17 (IL-17).

1.4 Discussao

De acordo com os achados do presente estudo, o extrato de L. alnifolia Mart. & Schauer
tem a capacidade de inibir a producdo in vitro de IL-13 e IFN-y por células do sangue periférico
humanas. Além disso, parece promover a regulacdo negativa da producédo de IL-1p, IL-13, IL-
6, IFN-y, IL-10 e IL-17, em contraponto a estimulagdo antigénica pelo extrato de
Porphyromonas gingivalis, uma bactéria considerada patdgeno chave na dishiose periodontal
(HAJISHENGALLIS et al., 2011), relacionada ao inicio e a progressao da periodontite (JUIZ
et al., 2016)

A IL-1B e a IL-6 sdo citocinas proinflamatdrias da imunidade inata encontradas em
grande quantidade nos tecidos periodontais e no fluido gengival de sitios com periodontite
(MENEGAT etal., 2010, LIMA et al., 2008). Atuam no recrutamento de leucocitos para o local
dainfeccéo, estimulacao da liberacédo de outros mediadores inflamatorios, além de desequilibrar
0 eixo RANK-RANKL-OPG (SINGH et al., 2012, Kwan et al., 2004), levando a reabsorc¢éo
6ssea. Diversos antigenos de P. gingivalis tém demonstrado a capacidade de estimular a sua
producdo, o que pode explicar parcialmente a interacdo patdgeno-hospedeiro na patogénese da
doenca. Isto revela o potencial do extrato de Lippia alnifolia Mart. & Schauer no controle da
periodontite.

Embora seja considerada uma citocina imunorreguladora, a IL-10 também estd
relacionada a resposta a infec¢ao por Porphyromonas gingivalis (LIU et al., 2017, TRINDADE
et al., 2012, WANG et al., 1999). Sabe-se que a producdo desta citocina ¢ desencadeada para
regular a producdo de IFN-y, caracteristica da resposta Thl (HERRERO et al., 2003), bem
como pode controlar, positiva ou negativamente, a producgdo de citocinas do perfil Th2, como
IL-4 e IL-13 (KOSAKA et al, 2011). Como Porphyromonas gingivalis ¢ um patogeno
intracelular facultativo, isto ¢, embora nao seja o seu habitat de escolha, a bactéria pode
sobreviver no compartimento intracelular (LI ef al., 2008), pode desencadear diferentes tipos
de resposta no hospedeiro. Consequentemente, ocorrerda uma maior ou menor destrui¢do
tecidual, a depender da combinacdo de mediadores produzidos. A possibilidade do extrato de
Lippia alnifolia atuar na inibicdo destas citocinas de diversos perfis também parece ser
favoravel para o seu uso no manejo da inflamag¢do periodontal.

Com relacdo a IL-17, esta ¢ a citocina de assinatura do perfil Th17, que ¢ caracterizado
por uma intensa resposta neutrofilica (NORMATON, MARTI, 2013). Vale salientar que os
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neutrofilos sdo as células mais descritas na patogénese da periodontite, cuja funcionalidade e
mobilidade defeituosas estdo fortemente relacionadas a patogénese da doenga (GAUDILLIERE
et al, 2019). Sugere-se também que a IL-17 esteja envolvida na reabsorcdo Ossea da
periodontite (RUIZ-GUTIERREZ et al., 2014). Estas consideragdes levam a crer que o perfil
TH17 pode ser induzido na periodontite e que a sua regulacdo seja necessaria para o retorno a
homeostase tecidual.

As plantas do género Lippia sdo arbustos pertencentes a familia Verbenaceae
(CNCFLORA, 2012), usados popularmente como antissépticos, bem como no tratamento de
doengas infecciosas (PINTO et al., 2013), incluindo afec¢des da cavidade bucal (OLIVEIRA et
al., 2018). A Lippia alnifolia possui propriedades antisséptica e antimicrobiana (PINTO et al.,
2013), antitussigena e expectorante (VILELA, 2018), porém ainda sdo escassos 0s estudos que
avaliaram as suas propriedades bioldgicas, principalmente relacionadas a condicGes
inflamatdrias e infecciosas da boca.

Deste modo, ainda ndo se conhece aspectos importantes sobre a administragdo deste
extrato, como o veiculo, a concentracdo ideal a ser empregada e os seus efeitos colaterais. No
presente estudo, a citotoxicidade do extrato nas concentragdes de 1 pg/mL, 5pg/mL, 10pug/mL
e 20ug/mL, foi testada in vitro, demonstrando baixa agressividade as células do hospedeiro. A
concentragdo de 10ug/mL foi escolhida para a realizagdo da estimulagdo antigénica e
determinacdo da concentragdo de citocinas em razdo de também ter sido testada em estudo
piloto prévio com Artemia salina (dados ndo mostrados), sendo o mais alto valor nao citotdxico
encontrado. Além disso, concentracdes inferiores ndo poderiam garantir a estimulacdo
antigénica necessaria para as avaliagdes.

Vale salientar que a estimulacéo das células do sangue periférico foi realizada in vitro,
0 que dificulta a possibilidade de extrapolacdo dos resultados. Outra limitacdo importante foi o
pequeno tamanho da amostra, que pode ter interferido no poder da analise e, consequentemente,
nos resultados das comparagdes entre 0s grupos de individuos com e sem a periodontite.

Entretanto, é importante ressaltar que ndo foram encontrados estudos que tenham
investigado a regulacdo da producdo de citocinas pelo extrato de L. alnifolia, principalmente
no contexto da infec¢do periodontal por Porphyromonas gingivalis. Neste sentido, esforcos
devem ser realizados para investigar as propriedades biologicas deste extrato in vivo, para

determinar se este extrato pode ser uma ferramenta no tratamento adjuvante da periodontite.
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1.5 Conclusao

O extrato da Lippia alnifolia Mart. & Schauer regula a producéo de citocinas produzidas

em resposta a presenca de antigenos de Porphyromonas gingivalis.
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Avaliacdo do potencial imunomodulador do extrato das folhas de Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke na periodontite.

Laerte Oliveira Barreto Neto®, Angélica Maria Lucchese?, Rebeca Pereira Bulhosa®, Thais Brito

de Oliveira Moura®, Ellen Karla Nobre dos Santos®, Soraya Castro Trindade®

! Cirurgido-dentista. Doutorando em Biotecnologia, Universidade Estadual de Feira de Santana.

2 Doutorado em Quimica Organica. Professora Titular da Universidade Estadual de Feira de Santana.
3 Biomédica. Mestrado em Imunologia. Universidade Federal da Bahia.

4 Biologa. Doutoranda em Imunologia. Universidade Federal da Bahia.

5 Cirurgid-Dentista. Doutora em Imunologia. Universidade Federal da Bahia.

® Doutora em Imunologia. Professora Titular da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Resumo

A periodontite ¢ uma doenca inflamatdria crénica induzida por microrganismos, que
pode contribuir para o desenvolvimento de varias doencas sistémicas. A transicdo do periodonto
saudavel para o doente depende da disbiose microbiana sinérgica e da resposta imune do
hospedeiro, sendo que, neste contexto, Porphyromonas gingivalis pode ser considerado um
patdgeno-chave. Considerando o contexto da prevaléncia da periodontite no Brasil, pais de
grande biodiversidade e varias espécies com potencial biotecnologico, o uso de plantas
medicinais pode se tornar uma alternativa importante para o controle desta doencga a custos mais
baixos, beneficiando a populacdo. Objetivo. Avaliar o potencial imunomodulador do extrato
das folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke na periodontite. Métodos. Os grupos de
comparagdo consistiram em um grupo teste, formado por individuos com o diagnostico de
periodontite (P) e um grupo controle, com individuos sem periodontite (SP). A producéo das
citocinas nos sobrenadantes da cultura de sangue total foi quantificada utilizando-se o método
de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Constatacfes e principais conclusGes. O extrato de
Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke (VM) inibiu a producdo de IL-13 (p=0,002), IL-6
(p=0,000) e IFN-y (p=0,000) em comparacdo com a producdo basal das células (ndo
estimuladas). A utilizacdo do extrato de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke juntamente com
0 extrato de P. gingivalis no cultivo promoveu uma redugéo nos niveis de IL-1p (p=0,000), IL-
13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- v (p=0,000), IL-10 (p=0,005) e IL-17 (p=0,003), em relacdo
as concentracdes induzidas pelo extrato de P. gingivalis isoladamente. O extrato da Vatairea
macrocarpa (Benth.)Ducke tem efeito modulador da producdo das citocinas induzidas em
resposta a presenga de antigenos de Porphyromonas gingivalis.

Palavras Chave: Citocinas, Doengas Periodontais, Plantas medicinais.
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Abstract

Periodontitis is a chronic inflammatory disease induced by microorganisms that may
contribute to the development of various systemic diseases. Since the transition from healthy
to diseased periodontal tissues depends on synergistic microbial dysbiosis and host immune
response, Porphyromonas gingivalis can be considered a key pathogen. Considering the
prevalence of periodontitis in a country with large biodiversity of species with biotechnological
potential such as Brazil, the use of medicinal plants can become a low cost alternative to control
periodontitis, benefiting the population. Objective. To evaluate the immunomodulatory
potential of Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke leaf extract on periodontitis. Methods. The
comparison groups consisted of a test group, consisting of individuals diagnosed with
periodontitis (P) and a control group, with individuals without periodontitis (WP). Cytokine
production in whole blood culture supernatants was quantified using the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) method. Considerations and conclusion. Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke (VM) extract inhibited I1L-13 (p=0,002), IL-6 (p=0,000) and IFN-g (p=0,000)
production compared to basal cell production (unstimulated). The use of Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke extract along with P. gingivalis extract in cell cultures promoted a reduction in
IL-1p (p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,000), IL-10 (p=0,005) and IL-
17 (p=0,003) levels, compared to the concentrations induced by P. gingivalis extract alone.
Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke extract has a modulating effect on the production of
induced cytokines in response to the presence of Porphyromonas gingivalis antigens.

Keywords: Cytokines, Periodontal Diseases, Plants, Medicinal.
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2.1 Introducéo

A periodontite € uma doenca inflamatoria cronica dos tecidos periodontais induzida por
microrganismos presentes no biofilme subgengival, que pode contribuir para o
desenvolvimento de varios agravos sistémicos, como asma (SOLEDADE-MARQUES et al.,
2018), sindrome metabdlica (GOMES-FILHO et al., 2016), doengas cardiovasculares
(GOMES-FILHO et al, 2017), nascimento de bebés com baixo peso (CRUZ et al., 2009) e
diabetes (GALVIS, ZULUAGA, SALDARRIAGA, 2012). A transicdo da condicdo de
periodonto saudavel para a doenca inflamatdria periodontal depende da instalacdo da disbiose
microbiana e da resposta imune do hospedeiro (LUNDMARK et al., 2019), sendo que, neste
contexto, Porphyromonas gingivalis pode ser considerado um microrganismo-chave
(CARLOS et al., 2018).

De acordo com o SB Brasil 2010, ultimo levantamento epidemioldgico nacional de
saude bucal realizado no pais, cerca de um quarto dos adolescentes de 12 anos de idade, um
terco dos adolescentes de 15 a 19 anos, aproximadamente a metade dos adultos de 35 a 44 anos
de idade e menos de um quinto dos idosos apresentaram sangramento gengival. A presenca de
calculo dentario aumentou com a idade, atingindo a maior prevaléncia entre adultos,
aproximadamente 64%. As condi¢Oes periodontais nas regides Norte e Nordeste foram piores
em todas as idades e 0s grupos etarios, quando comparadas com as demais regides (BRASIL,
2012)

A auséncia de tratamento adequado da periodontite pode levar a perda dentéaria, tendo
alterac@es fisicas, bioldgicas e psiquicas como consequéncias, impactando negativamente na
qualidade de vida dos individuos, prejudicando o desempenho cotidiano (PASSOS-SOARES
et al., 2018)

O fator mais importante na manutencéo da saude periodontal é o adequado controle do
biofilme (DIAS, SILVA, LIMA, 2015), realizado por métodos mecanicos (escovacao, uso do
fio dental, raspagem e alisamento radicular, etc) e quimicos, como 0 uso de colutérios e
antibioticos (GONCALVES, PINTO, 2013). Entretanto, devido a resisténcia a
antibioticoterapia convencional e a antissépticos bucais (JUIZ, ALVES, BARROS, 2010),
torna-se necessario buscar alternativas para o desenvolvimento de um meio quimico eficaz e
menos agressivo para o controle do biofilme (OLIVEIRA et al., 2018).

No Brasil, pais de grande biodiversidade e varias espécies com potencial biotecnoldgico
(JUIZ, ALVES, BARROS, 2010), a implantacdo de acfes e servicos de homeopatia, plantas
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medicinais e fitoterapia € contemplada pela Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares no SUS (PNPIC), aprovada em 2006 (BRASIL, 2006). Desta forma,
considerando o panorama da periodontite no pais, 0 uso de plantas medicinais pode se tornar
uma alternativa importante para o controle desta doenca (CORDEIRO et al., 2006) a custos
mais baixos, beneficiando a populagdo (JUIZ, ALVES, BARROS, 2010). Nesta perspectiva,
este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial imunomodulador do extrato das folhas de

Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke na periodontite.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS), sendo aprovado sob parecer nimero 1.344.223 (2015). Todos 0s

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

2.2.2 Selecéo dos participantes da pesquisa

Individuos com boa salde sisttmica que buscaram os ambulatorios do curso de
Odontologia da UEFS para atendimento odontolégico, no periodo de agosto de 2016 a
dezembro de 2018 foram convidados para compor a amostra da pesquisa.

Apos avaliacdo realizada a partir da anamnese, 0s seguintes critérios de ndo inclusdo
foram considerados: historia de hipertensdo, diabetes, doencas autoimunes, gestacdo atual,
tratamento periodontal anterior, fumo atual ou anterior, uso de antibioticos e anti-inflamatorios,
respectivamente, nos seis e dois meses anteriores a coleta.

Os grupos de comparacao consistiram em um grupo teste, formado por individuos com
o diagndstico positivo para periodontite (CP) e um grupo controle, com individuos sem
periodontite (SP).
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2.2.3 Calculo do tamanho da amostra

Para calcular o tamanho da amostra foi realizado um estudo piloto, com o propdsito de
determinar o erro minimo e o desvio padréo, para um nivel de significancia de 5% e poder do
teste 80%, a serem considerados para a dosagem de interleucina-6 (IL-6) produzida em resposta
ao estimulo com Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke. Desta forma, considerando o desvio
padrdo dos niveis de IL-6 de 1.260 pg/mL e um erro minimo de 950pg/mL, o numero de
participantes apontado para cada grupo foi de 28 individuos. Acrescentando 10% para previsao
de perdas, o tamanho total da amostra calculado foi de 31 participantes com periodontite e 31

participantes sem periodontite.

2.2.4 Exame periodontal

Um examinador, cirurgido dentista, previamente treinado (indice Kappa de 0,83 para as
medidas de profundidade de sondagem e 0,74 para indice de recessdo/hiperplasia), foi
responsavel pela avaliagdo da condicao periodontal nos individuos. Uma sonda milimetrada do
tipo Williams foi utilizada para a afericdo das medidas que foram registradas no periograma.
Foram medidos: indice de sangramento a sondagem, profundidade de sondagem de sulco/bolsa
e a recessao/hiperplasia gengival. Também foram obtidos os valores de nivel de inser¢éo para
toda a cavidade bucal. Para a obtencdo destes dados, foram considerados diferentes locais para
cada unidade dentaria (disto-vestibular, médio-vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual,
médio-lingual, mesio-lingual), exceto para o indice de placa visivel que foi avaliado apenas em

4 locais (mesial, distal, vestibular e lingual).

2.2.5 Diagnostico da periodontite

Os participantes selecionados para o grupo CP tiveram o diagnostico da periodontite
quando atingiam os critérios de gravidade moderada ou grave da doenca, de acordo com
Gomes-Filho et al., 2018. Assim, foram considerados com periodontite os individuos que
apresentaram ao menos quatro dentes com no minimo um sitio com profundidade de sondagem
maior ou igual a 4 mm, perda de inser¢do maior ou igual a 3mm e sangramento a sondagem, no
mesmo sitio (GOMES-FILHO et al., 2007).
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2.2.6 Cultura de células

Foi realizada puncdo venosa na fossa antecubital em todos os individuos selecionados
para a pesquisa, coletando-se 30 mL de sangue de sangue periférico em tubos com heparina
com sistema a Vacuo.

O sangue coletado foi distribuido em placas para cultivo celular de 24 pogos (COSTAR,
Coornig Life Science, Tewksbury, MA, EUA), em um fluxo laminar. Para cada participante
foram colocados 2 mL de sangue em cada pogo, totalizando cinco pogos: um pogo permaneceu
apenas com o sangue total, representando o controle negativo, e em outro, foram colocados 2,5
pug/ml do mitdégeno Pokeweed (PWM), como controle positivo; nos trés restantes, foram
adicionados os antigenos extrato de P. gingivalis ATCC 33277 (0,5 pg/mL) (TRINDADE et
al., 2008), extrato de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke (10 pg/mL) ou os dois extratos
concomitantemente.

As células foram cultivadas em estufa a 37°C, com 5% de CO». Ap6s 48h, o material
foi coletado dos pogos e utilizou-se uma centrifuga para microtubos para obtencdo do

sobrenadante, que foi armazenado a - 20°C até 0 momento das analises.

2.2.7 Obtencéo do extrato das folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke

As folhas de Vatairea macrocarpa (Benth. )Ducke foram coletadas e levadas ao
Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) da UEFS, onde foram
secas e posteriormente pulverizadas em moinho de facas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Em seguida, o material foi submetido & extracdo consecutiva, por trés vezes, por maceracao
com metanol. O extrato bruto obtido foi concentrado por rotaevaporacao sob pressédo reduzida
e em temperatura entre 40° e 45°C. Os residuos do solvente foram retirados por evapora¢do em

capela de exaustéo.
2.2.8 Dosagem de proteina
Aliquotas do extrato das folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke foram diluidas

em metanol (Synth)/DMSO (Dimetilsulfoxido) (Synth) a 3% e filtradas com membrana estéril

de didmetro de 0,22um para obtengdo da concentracdo proteica. A dosagem de proteinas foi
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realizada com a técnica de Lowry modificada, de acordo com as instru¢des do fabricante (DC™

ProteinAssay da Biorad, CA, USA) e o resultado foi obtido pela leitura em espectrofotdmetro.

2.2.9 Avaliagéo da citotoxicidade celular

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular do extrato de folhas da Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke, processou-se o sangue de trés participantes, para a obtencdo de
celulas mononucleares do sangue periférico (CMSP) (TRINDADE et al., 2011), que foram
cultivadas nas mesmas condi¢des da cultura de células de sangue total. O extrato, nas
concentragOes de 1 pg/mL, 5pug/mL, 10pg/mL e 20pg/mL foi aplicado em diferentes pocos. O
teste colorimétrico que avalia a conversdo de MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolium]- em formazan (Sigma, St. Louis, MI, USA), foi empregado seguindo as
instrucdes do fabricante. Para a obtencdo das densidades 6ticas foi utilizado o comprimento de
onda de 570nm.

2.2.10 Avaliagéo da Producéo de Citocinas

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para quantificar a producao
das citocinas IL1-B (Invitrogen,CA, USA), IFN-y, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, (Biolegend, CA,
USA) nos sobrenadantes da cultura de sangue total, de acordo com as instruc¢des dos fabricantes.

Os ensaios foram realizados usando-se placas de poliestireno de alta adsor¢do com 96
pocos de fundo chato (COSTAR, Coornig Life Science, Tewksbury, MA, EUA). Apds
revelacdo com tetrametilbenzidina (TMB) e parada da reacdo com H2SO42N, a densidade ética
foi obtida em leitora de ELISA (ELx 800 — Bio-Tek) ajustada para um comprimento de onda

na faixa de 450 nm.

2.2.11 Anélise estatistica

A distribuicdo dos dados das variaveis idade, nimero de dentes presentes na boca,
descritores clinicos periodontais e concentracdo das citocinas foi verificada com o teste
Kolmogorov-Smirnov. A comparacao entre os grupos SP e CP foi feita com o teste T de Student
para a idade e com o teste Mann-Whitney para as demais variaveis. A comparagdo entre 0s

grupos com relacdo ao sexo foi feita com o teste Qui-quadrado.
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Para a comparagdo das concentracBes de citocinas entre os diversos estimulos
empregados no cultivo celular, foi utilizado o teste Kruskall-Wallis; para a combinacéo entre
os pares de estimulos foi empregado o teste Mann-Whitney com correcéo de Bonferroni. Todas
as analises foram feitas no programa SPSS v.22 e as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas se valores de p <0,05.

2.3 Resultados

O extrato concentrado de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke demonstrou uma
concentracdo proteica de 3,64 mg/ml. Na andlise de citotoxicidade celular, foi observado que
as células se mantiveram viaveis quando o extrato foi testado a 1 pug/mL, 5ug/mL e 10pg/mL,
sendo escolhida a concentracdo de 10pug/mL para a execugdo dos experimentos.

Participaram deste estudo 58 individuos, sendo 17 com periodontite (CP), com média
de idade de 43,18+11,01 anos e 41 sem periodontite (SP), com média de idade de 38,44+12,80
anos. Os grupos CP e SP demonstraram homogeneidade com relacdo as covaridveis idade e
numero de dentes presentes na boca (Tabela 1), uma vez que ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante. Entretanto, houve diferenca entre os grupos com relagdo ao sexo
(p=0,012). Demonstrando a pior condicdo periodontal no grupo CP, houve diferenca
estatisticamente significante no percentual de sitios com SS (p=0,001), percentual de sitios com
profundidade de sondagem > 4mm (p=0,000) e percentual de sitios com nivel de insercdo

clinica > 3mm (p=0,000), como pode ser observado na tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos grupos com periodontite (P) e sem periodontite (SP), diagnosticados
segundo os critérios de Gomes-Filho et al., (2007).

DESCRITORES CLINICOS CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE
Gomes-Filho et al, 2007

Com periodontite Sem periodontite P
(CP) (SP)
Sexo N % N %
Masculino 10 588 10 244
Feminino 07 651 31 667 0,012
Total 17 100 21 100
Idade N=17 N=41
Média +DP 43,18+11,01 38,44+12,80 0,165
N° de dentes N=17 N=41
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Mediana (IQ) 22,00 (19,00-26,00) | 24,00 (19,50-27,00) 0,450
% de sitios com sangramento N=17 N=41

Mediana (1Q) 45,65 (28,55-69,77) | 9,52 (3,66-32,40) 0,001
% de sitios com profundidade de sondagem N=17 N=41

>4mm

Mediana (1Q) 16,66 (8,27-38,48) 0,00 (0,00-3,77) 0,000
% de sitios com NIC > 3mm N=17 N=41

Mediana (1Q) 51,85 (15,06-76,05) | 7,63 (2,15-18,37) 0,000

As células dos individuos do grupo SP cultivadas com o extrato de Porphyromonas
gingivalis produziram maiores concentragdes de IL-1B que as células do grupo CP cultivadas
nas mesmas condi¢cdes, com medianas de 1784,52 (1Q: 1,392,42-1940,97) pg/mL e 1023,18
(1Q: 133,15-1418,04) pg/mL, respectivamente (p=0,007). Por outro lado, foi observada maior
producdo de IL-6 pelas células do grupo CP (2,624: 1Q: 1,68-2,67) co-estimuladas com o0s
extratos de com Vaiterea macrocarpa e Porphyromonas gingivalis, em comparagdo com as
células do grupo SP (0,211; 1Q:0,07-2,11).

Na comparacdo dos niveis de citocinas entre as condi¢cdes de cultivo, foi possivel
detectar concentragdes mais altas de IL-1p (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN-y (p=0,000), IL-10
(p=0,004) e IL-17 (p=0,006) nas culturas das células cultivadas com o extrato de
Porphyromonas gingivalis (PG) do que daquelas células ndo estimuladas (B). O extrato de
Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke (VM) inibiu a producdo de IL-13 (p=0,002), IL-6
(p=0,000) e IFN-g (p=0,000), mantendo estes niveis reduzidos mesmo quando as células foram
co-cultivadas com os extratos de Vatairea macrocarpa e de P. gingivalis (VM+PG).

Foram mensuradas concentra¢des mais elevadas de IL-1p (p=0,000), IL-13 (p=0,000),
IL-6 (p=0,000), IFN-g (p=0,000), IL-10 (p=0,003) e IL-17 (p=0,003) produzidas pelas células
cultivadas com o extrato de P. gingivalis do que por aquelas cultivadas com o extrato de
Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke. Além disso, a combinacdo dos extratos de Vatairea
macrocarpa (Benth.)Ducke e P. gingivalis no cultivo promoveu uma reducao nos niveis de IL-
1B (p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,000), IL-10 (p=0,005) e IL-17
(p=0,003), em relagdo as concentracGes induzidas pelo extrato de P. gingivalis isoladamente e
um aumento nos niveis de IL-1b (p=0,000) em relacdo a utilizacdo do extrato de Vatairea

macrocarpa (Benth.)Ducke sozinho.
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Figura 1: Concentragdo de citocinas (pg/mL) em sobrenadante de cultura de células do sangue
periférico humanas cultivadas sem estimulacédo antigénica (Branco), com o mitégeno pokeweed
(PWM), com o extrato de P. gingivalis (PG), com o extrato de Vatairea macrocarpa
(Benth.)Ducke (VM) e com ambos os extratos concomitantemente (VM+PG). A: interleucina
1B (IL-1B); B: interleucina 13 (IL-13); C: interleucina 6 (IL-6); D: interferon y (IFN-y); E:
interleucina 10 (IL-10) e F: interleucina 17 (I1L-17).

2.4 Discussao

De acordo com os achados do presente estudo, o extrato de Vatairea macrocarpa
(Benth.)Ducke tem a capacidade de inibir a producéo in vitro de 1L-13 e IFN-y por células do
sangue periférico humanas. Além disso, parece promover a regulacdo negativa da producdo de
IL-1B, IL-13, IL-6, IFN-y, IL-10 e IL-17, em contraponto & estimulacdo antigénica pelo extrato
de Porphyromonas gingivalis, uma bactéria considerada patdgeno chave na disbiose
periodontal (HAJISHENGALLIS et al.,, 2011), relacionada ao inicio e a progressdo da
periodontite (JUIZ et al., 2016)

A IL-1B ¢ a IL-6 sdo citocinas proinflamatdrias da imunidade inata encontradas em

grande quantidade nos tecidos periodontais e no fluido gengival de sitios com periodontite
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(MENEGAT etal., 2010, LIMA et al., 2011). Atuam no recrutamento de leucdcitos para o local
dainfeccéo, estimulacdo da liberacédo de outros mediadores inflamatérios, além de desequilibrar
0 eixo RANK-RANKL-OPG (SINGH et al., 2012, KWAN et al., 2004), levando a reabsorc¢éo
6ssea. Diversos antigenos de P. gingivalis tém demonstrado a capacidade de estimular a sua
producdo, o que pode explicar parcialmente a interacdo patdgeno-hospedeiro na patogénese da
doenga. Isto revela o potencial do extrato de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke no controle
da periodontite.

Embora seja considerada uma citocina imunorreguladora, a IL-10 também estd
relacionada a resposta a infec¢do por Porphyromonas gingivalis (LIU et al., 2017, TRINDADE
et al., 2012, WANG et al., 1999) Sabe-se que a produgdo desta citocina ¢ desencadeada para
regular a produgdo de IFN-y, caracteristica da resposta Thl (HERRERO et al., 2003), bem
como pode controlar, positiva ou negativamente, a produgdo de citocinas do perfil Th2, como
IL-4 e IL-13 (KOSAKA et al., 2011). Como Porphyromonas gingivalis ¢ um patdgeno
intracelular facultativo, isto €, embora ndo seja o seu habitat de escolha, a bactéria pode
sobreviver no compartimento intracelular (LI ef al., 2008), pode desencadear diferentes tipos
de resposta no hospedeiro. Consequentemente, ocorrera uma maior ou menor destruicao
tecidual, a depender da combinagdo de mediadores produzidos. A possibilidade do extrato de
Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke atuar na inibicdo destas citocinas de diversos perfis
também parece ser favoravel para o seu uso no manejo da inflamagao periodontal.

Com relacao a IL-17, esta ¢ a citocina de assinatura do perfil Th17, que ¢ caracterizado
por uma intensa resposta neutrofilica (NORMATON, MARTI, 2013). Vale salientar que os
neutrofilos sdo as células mais descritas na patogénese da periodontite, cuja funcionalidade e
mobilidade defeituosas estao fortemente relacionadas a patogénese da doenga (GAUDILLIERE
et al, 2019). Sugere-se também que a IL-17 esteja envolvida na reabsorcdo Gssea da
periodontite (RUIZ-GUTIERREZ et al., 2014). Estas consideracdes levam a crer que o perfil
TH17 pode ser induzido na periodontite e que a sua regulacdo seja necessaria para o retorno a
homeostase tecidual.

A Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke pertence a familia Leguminosae (ou Fabaceae).
E uma arvore selvagem nativa do cerrado e amplamente distribuida através todo o territorio
brasileiro, usada popularmente em individuos com diabetes (SANTOS et al., 2019). Vatairea
macrocarpa (Benth.)Ducke possui propriedades antimicrobiana (VALADARES, 2017,
MATOS, AGUIAR, SILVA, 1988), antiulcerogénica (JESUS, 2007), hipoglicemiante

(OLIVEIRA et al.,, 2008) porém ainda sdo escassos 0s estudos que avaliaram as suas
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propriedades bioldgicas, principalmente relacionadas a condi¢Ges inflamatorias e infecciosas
da boca.

Deste modo, ainda ndo se conhece aspectos importantes sobre a administracdo deste
extrato, como o veiculo, a concentracdo ideal a ser empregada e os seus efeitos colaterais. No
presente estudo, a citotoxicidade do extrato nas concentragdes de 1 pug/mL, 5pg/mL, 10pg/mL
e 20ug/mL, foi testada in vitro, demonstrando baixa agressividade as células do hospedeiro. A
concentracdo de 10upg/mL foi escolhida para a realizacdo da estimulacdo antigénica e
determinacdo da concentracdo de citocinas em razdo de também ter sido testada em estudo
piloto prévio com Artemia salina (dados ndo mostrados), sendo o mais alto valor ndo citotoxico
encontrado. Além disso, concentracdes inferiores ndo poderiam garantir a estimulacéo
antigénica necessaria para as avaliagdes.

Vale salientar que a estimulacdo das células do sangue periférico foi realizada in vitro,
0 que dificulta a possibilidade de extrapolagdo dos resultados. Outra limitagdo importante foi o
pequeno tamanho da amostra, que pode ter interferido no poder da analise e, consequentemente,
nos resultados das comparagdes entre 0s grupos de individuos com e sem a periodontite.

Entretanto, é importante ressaltar que ndo foram encontrados estudos que tenham
investigado a regulacdo da producdo de citocinas pelo extrato de Vatairea macrocarpa
(Benth.)Ducke, principalmente no contexto da infecgdo periodontal por Porphyromonas
gingivalis. Neste sentido, esforcos devem ser realizados para investigar as propriedades
bioldgicas deste extrato in vivo, para determinar se este extrato pode ser uma ferramenta no

tratamento adjuvante da periodontite.
2.5 Concluséo

O extrato da Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke regula a producdo de citocinas

produzidas em resposta a presenca de antigenos de Porphyromonas gingivalis.
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CAPITULO 3

Avaliacao do potencial antimicrobiano do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. &
Schauer e Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke
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Resumo

O Brasil é o pais que possui a maior biodiversidade e a Caatinga € um de seus ecossistemas
mais ricos em nimero de espécies de plantas. No entanto, poucos produtos surgiram desse rico
universo quimico. O presente estudo objetivou avaliar a atividade antimicrobiana do extrato das
espécies vegetais Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vaitarea macrocrpa (Benth.) Ducke. Nos
ensaios de concentragdo inibitoria minima, o extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. &
Schauer apresentou atividade bacteriostatica para Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella
choleraesuis; atividade fungistatica para Candida albicans e fungicida para Candida glabrata.
O extrato das folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke apresentou atividade bactericida
para a espécie Micrococcus luteus e bacteriostatica para as bactérias supracitadas, bem como
atividade fungistatica para Candida albicans e fungicida para Candida glabrata. Os extratos de
Lippia alnifolia e Vaitarea macrocrpa sdo promissores para o controle dos referidos
microrganismos, portanto outros estudos podem determinar a efetividade de tais extratos no

controle microbioldgico e seu potencial biotecnoldgico.

Palavras-Chave: plantas medicinais, anti-infecciosos, bioprospecc¢éo.
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Abstract

Brazil is a high biodiversity country and Caatinga is one of its largest ecosystems in the number
of plant species. However, few products have been taken from the rich chemical universe. The
present study aimed the antimicrobial activity of the extract of plant species Lippia alnifolia
Mart. & Schauer and Vaitarea macrocrpa (Benth.) Ducke. In negative action assays, Lippia
alnifolia Mart. & Schauer, bacteriostatic collection for Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Salmonella
choleraesuis; fungistatic activity for Candida albicans and fungicidal for Candida glabrata.
The leaf extract of Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke-hatched as a species of luteo and
bacteriostatic microorganism for aforementioned as well as fungicidal activity for Candida
albicans and fungicide for Candida glabrata. Lippia alnifolia and Vatairea macrocarpa

extracts are promising for the control of microorganisms.

Keywords: medicinal plants, antiinfectives, bioprospecting.

53



3.1 Introducéo

Ao longo da historia, sempre existiu uma estreita relacdo entre 0 homem e as plantas,
vinculada diretamente a sobrevivéncia, com papel decisivo na formacédo das populacdes. Nas
comunidades tradicionais, assim como nas comunidades rurais, existe grande acervo de plantas
nativas e cultivadas, que fornecem variados subprodutos, os quais, além de suprir as
necessidades primarias dos habitantes, apresentam relevantes propriedades terapéuticas
(GOMES, 2017).

No Brasil, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no SUS
(PNPIC) foi aprovada em 2006, em consonancia com as recomendagfes da OMS,
contemplando diretrizes e responsabilidades institucionais para implantacdo/adequacédo de
acdes e servicos de homeopatia, plantas medicinais e fitoterapia (BRASIL, 2006). A aprovacéo
da PNPIC desencadeou o desenvolvimento de politicas, programas e projetos em todas as
instncias governamentais, pela institucionalizacdo dessas praticas no SUS. Essas acOes
buscam ampliar a oferta de servi¢cos e produtos relacionados a fitoterapia no SUS, de forma
segura e racional, por profissionais de saude qualificados, considerando o sujeito em sua
singularidade e insercéo sociocultural, promovendo a integralidade da atencao (TRIPPO et al.,
2017).

Apesar da biodiversidade brasileira e das publicagfes académicas sobre plantas em
revistas cientificas internacionais, poucos farmacos e patentes foram derivados de tais estudos
(DUTRA et al., 2016). Dentre as principais razdes, pode-se citar a falta de regulamentacéo
especifica para permitir que pesquisadores e empresas tenham acesso a biodiversidade para fins
de inovacdo cientifica e tecnoldgica; e a auséncia de um programa governamental de longo
prazo para apoiar a pesquisa e a inovagdo nesse campo (CALIXTO, 2019).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo, apresentando mais de 15% de
todas as espécies vivas. O Nordeste brasileiro compreende uma grande parte do territorio
nacional e possui caracteristicas peculiares de solo, vegetacdo e clima. A regido do semiarido
nordestino apresenta vegetacdo adaptada a condi¢bes peculiares, tais como baixos indices
pluviométricos e longos periodos de estiagem. Apesar disso, a Caatinga € um bioma brasileiro
rico em namero de espécies de plantas. (LUCENA et al., 2013).

No entanto, poucos produtos surgiram desse rico universo quimico. A biodiversidade
da Caatinga poderia ser uma das principais fontes de prospecgéo de produtos naturais, 0s quais
seriam aplicados na melhoria da qualidade de vida da populacdo mundial (VALLI, RUSSO,
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BOLZANI, 2018), possibilitando tratamentos efetivos e de baixo custo.

Neste cendrio, as plantas do género Lippia sdo usadas popularmente como antissépticos
e no tratamento de doencas infecciosas (PINTO et al., 2013), incluindo patologias da cavidade
bucal (OLIVEIRA et al., 2018). Lippia alnifolia Mart. & Schauer possui propriedades
antisséptica, antimicrobiana, antitussigena e expectorante (VILELA, 2018). Bem como Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke é usada popularmente em individuos com diabetes como
hipoglicemiante (SANTOS et al., 2016), possui propriedades antimicrobiana e antiulcerogénica
(MATOS, AGUIAR, SILVA, 1998; JESUS, 2007).

Os estudos que avaliaram as propriedades bioldgicas dessas espécies sdo escassos,
principalmente quando relacionados a condic¢des inflamatdrias e infecciosas da boca. Nessa
perspectiva, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato

das espécies vegetais Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vaitarea macrocarpa (Benth.) Ducke.

3.2 Revisdo de Literatura

3.2.1 Lippia alnifolia Mart. & Schauer

As plantas do género Lippia sdo arbustos pertencentes a familia Verbenaceae
(CNCFlora, 2012), usados popularmente como antissépticos, bem como no tratamento de
doencas infecciosas (PINTO et al., 2013). Sdo encontrados em diversos estados do Brasil e
possuem inUmeras propriedades terapéuticas ja utilizadas na cultura popular para diversas
enfermidades, incluindo afecc¢des da cavidade bucal (OLIVEIRA et al., 2018).

Existe uma espécie de Lippia que é endémica do Estado da Bahia, sendo encontrada na
regido da Chapada Diamantina, denominada Lippia alnifolia Mart. & Schauer (CNCFlora,
2012). E um arbusto aromatico que cresce em solos arenosos, entre rochas (MATES et al.,
2000). Esta citada na “Lista de espécies da flora brasileira com deficiéncia de dados”, presente
no Anexo I, pagina 5, da Instrucdo Normativa n° 6, de 23 de setembro de 2008, do Ministério
do Meio Ambiente (BRASIL, 2008) e ainda é pouco estudada, com dados escassos na literatura
sobre suas propriedades.

Um estudo para a revisao e atualizacdo taxondmica da familia Verbenaceae para a
Flora do Brasil (SALIMENA, MULGARA, 2015) relatou que a Lippia alnifolia Mart. &
Schauer foi descrita com base na cole¢do de Martius s.n., havendo a referéncia: “In campis

graminosis Brasiliae, in Prov. Minarum et Bahiensis”. Conhecida popularmente como alecrim-
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do-mato (AGRA, FREITAS, BARBOSA-FILHO, 2007) e pedressa (MATES et al., 2000),
trata-se de um arbusto de até 2,5 m de altura com folhas coriaceas, aromaticas e rugosas e flores
rosadas. E encontrada em afloramentos rochosos de campos rupestres, em altitudes de 1000-
1500 m. Floresce em marco e julho e frutifica em julho (MOLDENKE, 1981).

Na Bahia, é encontrada na regido da Chapada Diamantina, no Morro do Pai Inacio.
Nesta regido, foram descritas densidades absolutas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer de 3,48
ind./ha no Platd Cruz, platé mais alto que abrange o cume de 1.170 metros de altitude; e de 1,55
ind./ha no Platd Dois, 50 m abaixo do primeiro. Os substratos nos dois platds sdo compostos
por afloramentos rochosos de quartzito-arenito, solos arenosos e fragmentos de rochas variaveis
em tamanho. A espécie também é encontrada em &reas de conservagdo nessa regiao, como a
Area de Protecdo Ambiental Marimbus-Iraquara. Os locais onde a espécie ocorre estdo sujeitos
a degradacdes causadas por atividades como exploragdo de recursos vegetais nativos, abertura
de pastagens, queimada, garimpo e agricultura (CONCEICAO, GIULIETTI, 2002).

Apesar dos poucos estudos existentes com a Lippia alnifolia Mart. & Schauer na
literatura cientifica, sabe-se que os constituintes principais do seu 6leo essencial séo o limoneno
(47,2%) e 6xido de piperitenona (44,6%) (MATES et al., 2000). O 6xido de piperitenona é um
elemento que elimina amebas e giardias, os quais sdo parasitas intestinais (ADJUTO, 2008);
enquanto o limoneno possui atividade gastroprotetora (ROZZA et al., 2011) e pode ser eficaz
no tratamento da asma brénguica devido ao seu efeito anti-inflamatério (HIROTA et al., 2010).
Além disso, tem sido investigada a acdo antibacteriana de seu extrato metanolico, com
resultados que justificam o seu uso popular contra dermatite, infeccbes vaginais e como
antisséptico bucal (PINTO et al., 2013).

3.2.2. Vaitarea macrocarpa (Benth.) Ducke

Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke pertence a familia Leguminosae (ou Fabaceae)
(OLIVEIRA et al., 2008). E uma arvore selvagem nativa do bioma Cerrado e ¢ amplamente
distribuida através de todo o territorio brasileiro. E conhecida popularmente como amargoso
por seu sabor amargo e também como maleiteira e angelim-do-cerrado na savana central. O seu
uso tradicional se da com a coc¢éo da casca, com a obtencdo de um cha castanho-avermelhado,
para o controle do diabetes (SANTOS et al., 2016).

O extrato metanolico de Vaitarea macrocrpa (Benth.) Ducke demonstrou efeito

preventivo de ulceracBes e promoveu elevacdo no conteudo de muco da mucosa géastrica. Em
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andlise fitoquimica, foi detectada a presenca de flavonois, flavonas, taninos, esteroides,
quinonas e resinas. Desta forma, o efeito antiulcerogénico do extrato pode estar relacionado
com sua atividade antioxidante e citoprotetora através da elevacdo do muco da parede gastrica
(JESUS, 2007).

O extrato acetonico da planta mostrou acentuada atividade antibacteriana sobre
Klebsiella sp. e Staphylococcus aureus, mas se mostrou inativo frente as bactérias Yersinia
enterocolitica, Clostridium perfringens e Escherichia coli, bem como para os fungos
Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae (MATOS, AGUIAR, SILVA, 1998).

3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Obtencdo do extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke

As folhas de Lippia alnifolia foram coletadas no Pico das Almas, em Rio de Contas
(Bahia), em 13 de setembro de 2013. Uma exsicata foi depositada no herbario da UEFS
(HUEFS 213618). As folhas de Vatairea Macrocarpa foram coletadas na Rodovia Caetite-
Guanambi (BR-030), Bahia, em 28 de julho de 2013 e uma exsicata foi confeccionada e
depositada no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS) sob a
numeragao 205330

As folhas das duas espécies, separadamente, foram submetidas ao seguinte processo:
secagem a temperatura ambiente e ao abrigo da luz; posteriormente, pulverizacdo em moinho
de facas. A extracdo foi realizada por maceragcdo com etanol por trés vezes consecutivas. O
extrato bruto foi entdo concentrado em evaporadores rotatérios sob pressdo reduzida e em
temperatura de 40-45°C. Os residuos do solvente foram retirados por evaporacao em capela de

exaustao.

3.3.2 Teste de difusdo em disco

A avaliacdo do potencial antimicrobiano foi efetuada de acordo com a norma M2-A8
do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) / Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. As cepas bacterianas foram cultivadas por 24h em meio Mueller Hinton

(Himedia, India) e as linhagens flngicas em 48h em Agar Saboroud Dextrose (Kasvi, Italia)
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em estufa bacteriologica a 37°C. As linhagens bacterianas e flngicas usadas sdo pertencentes a
American Type Culture Collection (ATCC). Dentro desta colecdo, foram utilizadas as bactérias
Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC94863), Micrococus luteus
(ATCC10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Salmonella choleraesuis (ATCC14028) e os fungos Candida albicans (ATCC18804)
e Candida glabrata (CCT0728).

Uma suspensdo microbiana foi preparada apds o crescimento dos fungos e das bactérias
usando uma solucdo salina a 0,9% estéril. Os indculos de bactérias e fungos foram misturados
na solucdo salina, ajustando-se até atingir a turbidez comparavel com a solucdo padrdo de
McFarland a 0,5 (correspondendo de 1 a 2 x 108 UFC/mL). Com auxilio de um swab estéril, o
inoculo da solugcdo microbiana foi semeado em placa de Petri contendo os meios de cultura
respectivos para bactérias e fungos.

Em seguida, foram colocados os discos de papel filtro 6mm de didametro, contendo 10uL
do extrato vegetal (Lippia alnifolia Mart. & Schauer ou Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke)
na concentracdo de 100 mg/mL, em triplicata; um disco controle contendo DMSO, um disco
contendo Cloranfenicol (30ug) (Laborclin, SP, Brasil) e Ciclopirox olamina (Mupirox)
(10mg/mL) (EMS, SP, Brasil).

ApoOs esta etapa, as placas contendo os discos foram incubadas a 37°C em estufa
bacterioldgica. A leitura foi realizada mensurando os diametros dos halos inibitérios formados
ao redor dos discos com antimicrobianos e antifingicos, com o uso de uma régua milimetrada

sobre a placa invertida, apos 24 e 48h.

3.3.3 Avaliacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi baseada no método de
microdiluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
Norma M100-S15. As linhagens bacterianas utilizadas foram Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 94863), Micrococus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Salmonella choleraesuis
(ATCC14028) e as linhagens fungicas foram Candida albicans (ATCC18804) e Candida
glabrata (CCT0728).

Para a realizacdo do ensaio, 0os microrganismos foram cultivados em placas de Petri

contendo meio agar Mueller Hinton (Himedia, India) e Agar Sabouraud dextrose (Kasvi, Italia)
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por 24 h para as bactérias e 48 h para os fungos. Em seguida, em placa de 96 pogos estéril com
tampa foram distribuidos 100 pl do meio de cultura Nutrient Broth (Himedia, india) em cada
poco e 0 mesmo volume do extrato vegetal (Lippia alnifolia Mart. & Schauer ou Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke) na primeira fileira em triplicata. Além disso, 0 mesmo volume foi
adicionado para os controles (DMSO a 1% e Cloranfenicol para bactérias ou Ciclopirox
olamina para os fungos). Posteriormente, foi feita uma diluicdo seriada, deixando a ultima
fileira apenas com meio de cultura. Em seguida, foram distribuidos 100 pL de suspensdo
microbiana em cada pogo, exceto na ultima fileira. Ao final, a placa foi incubada em estufa
bacteriol6gica a 37°C (24 h para as bactérias e 48 h para os fungos) para avaliacdo do efeito do

extrato a seu modo de acdo bacteriostatico ou bactericida.

3.4 Resultados

Os extratos das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer (Tabela 1) e de Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke (Tabela 2) levaram a formacdo de halos de crescimento das
bactérias Micrococus luteus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis no teste de
difusdo em disco, realizado em 24 horas. A bacteria Escherichia coli também apresentou halos
de inibigcdo em presenca de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke, como demonstrado na tabela
2.

Quanto a acdo antifungica, o extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer ndo
induziu halos de inibicdo, quando em contato com as especies de fungos Candida albicans e
Candida glabrata em testes de difusdo em disco, realizado em 48h (Tabela 3). O extrato das
folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke n&o induziu halos de inibicdo quando em
contato com as espécies Candida albicans e Candida glabrata em testes de difusdao em disco,
realizado em 48h (Tabela 4).

Nos ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM), como pode ser observado na
tabela 5, o extrato das folhas de Lippia alnifolia Mart. & Schauer apresentou atividade
bacteriostatica para Bacillus subtilis ATCC 6633 (CIM: 1000mg/mL), Escherichia coli ATCC
94863 (CIM: 1000mg/mL), Micrococcus luteus ATCC 10240 (CIM: 500mg/mL),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (CIM: 250mg/mL), Staphylococcus aureus ATCC
6538 (CIM: 1000mg/mL) e Salmonella choleraesuis ATCC14028 (CIM: 250mg/mL).
Apresentou atividade fungistatica para Candida albicans (CIM: 62,5 mg/mL) e fungicida para
Candida glabrata (CIM: 250 mg/mL).
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O extrato das folhas de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke apresentou atividade
bactericida para a espécie Micrococcus luteus e bacteriostatica para as demais bactérias
testadas, bem como atividade fungistatica para Candida albicans e fungicida para Candida
glabrata, nas mesmas CIM testadas para o extrato de Lippia alnifolia Mart. & Schauer, como
pode ser observado na tabela 6.

Tabela 1 - Halos de inibicdo das espécies de bactérias pelo extrato metandlico das folhas de Lippia alnifolia Mart.

& Schauer (Teste de difusdo em disco realizado em 24h)

Extrato das folhas de

Lippia alnifolia Mart. &

. ) Clorafenicol
Microrganismo Metanol / DMSO Schauer
(10pg/mL)
3% (CN) (100mg/mL)
(CP)
Bacillus subtilis
R 30 SH
(ATCC 6633)
Escherichia coli
R 24 SH
(ATCC 94863)
Micrococus luteus
R 35 (13, 12, 10)
(ATCC 10240)
Pseudomonas aeruginosa
R 25 (7,7,9)
(ATCC 15442)
Staphylococcus aureus
R 25 R
(ATCC 6538)
Salmonella choleraesuis
R 23 (7, 8,9)

(ATCC14028)

CN=Controle Negativo, CP= Controle Positivo, R=Resistente, SH= Sem halo

Tabela 2 - Halos de inibicdo das espécies de bactérias pelo extrato metandlico das folhas de Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke (Teste de difusdo em disco realizado em 24h)

Extrato das folhas de

) ) Clorafenicol Vatairea macrocarpa
Microrganismo Metanol / DMSO
(10pg/mL) (Benth.) Ducke
3% (CN)
(CP) (100mg/mL.)

Bacillus subtilis

R 30 SH

(ATCC 6633)

Escherichia coli

R 24 (13, 19, 19)

(ATCC 94863)
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Micrococus luteus

R 35 (20, 17, 20)
(ATCC 10240)
Pseudomonas aeruginosa
R 25 (12, 12, 15)
(ATCC 15442)
Staphylococcus aureus
R 25 R
(ATCC 6538)
Salmonella choleraesuis
R 23 (9,8,9

(ATCC14028)
CN=Controle Negativo, CP= Controle Positivo, R=Resistente, SH = Sem halo.

Tabela 3 - Halos de inibigdo das espécies de fungos pelo extrato metandlico das folhas de Lippia alnifolia Mart.
& Schauer (Teste de difusdo em disco realizado em 48h)

. . . Extrato das folhas
Ciclopirox olamina

) ) Metanol / DMSO de Lippia alnifolia
Microrganismo (100mg/mL)
3% (CN) cP) Mart. & Schauer
(200mg/mL)
Candida albicans
R 22 SH
(ATCC18804)
Candida glabrata
R 30 SH

(CCTO0728)

CN=Controle Negativo, CP= Controle Positivo, R=Resistente, SH= Sem halo.

Tabela 4 - Halos de inibicdo das espécies de fungos pelo extrato metandlico das folhas de Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke (Teste de difusdo em disco realizado em 48h)

Extrato das folhas

Ciclopirox olamina de Vatairea
) . Metanol / DMSO
Microrganismo (100mg/mL) macrocarpa (Benth.)
3% (CN)
(CP) Ducke
(100mg/mL)
Candida albicans
R 22 SH
(ATCC18804)
Candida glabrata
R 30 SH

(CCT0728)

CN=Controle Negativo, CP= Controle Positivo, R=Resistente, SH = sem halo.

Tabela 5 - Ensaio da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) e o efeito inibitorio do extrato metanolico de Lippia

alnifolia Mart. & Schauer (24h para bactérias e 48h para fungos)
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Concentracao Inibitéria

Microrganismo Minima (CIM) ] E.feito )
(mg/mL) Antimicrobiano
BACTERIAS
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 1000 Bacteriostatico
Escherichia coli (ATCC 94863) 1000 Bacteriostatico
Micrococcus luteus (ATCC 10240) 500 Bacteriostatico
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) 250 Bacteriostatico
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 1000 Bacteriostatico
Salmonella choleraesuis (ATCC14028) 250 Bacteriostatico
FUNGOS
Candida albicans (ATCC18804) 62,5 Fungistatico
Candida glabrata (CCT0728) 250 Fungicida

Tabela 6- Ensaio da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e o efeito inibitério do extrato metandlico de Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke (24h para bactérias e 48h para fungos)

Concentracao Inibitéria

Microrganismo Minima (CIM) ] E.feito )
(mg/mL) Antimicrobiano
BACTERIAS

Bacillus subtilis (ATCC 6633) 1000 Bacteriostatico
Escherichia coli (ATCC 94863) 1000 Bacteriostatico

Micrococcus luteus (ATCC 10240) 500 Bactericida
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) 250 Bacteriostatico
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 1000 Bacteriostatico
Salmonella choleraesuis (ATCC14028) 250 Bacteriostatico

FUNGOS
Candida albicans (ATCC18804) 62,5 Fungistatico
Candida glabrata (CCT0728) 250 Fungicida

3.5 Discussao



No presente trabalho, os extratos de Lippia alnifolia e Vaitarea macrocarpa
apresentaram atividade fungicida para Candida glabrata, um patégeno humano oportunista que
se associa a infeccdes nosocomiais graves, como a infeccao da corrente sanguinea, com alta
morbidade e mortalidade. C. glabrata pode causar desde a candidiase orofaringea ao choque
séptico. Possui fatores de viruléncia que favorecem a baixa resposta terapéutica e a infeccdo
recorrente grave, além de apresentar resisténcia aos antifungicos convencionais. Dentre 0s
fatores de viruléncia, destaca-se sua capacidade de formacdo de biofilme, no qual o
microrganismo sessil adquire resisténcia aos antimicrobianos. Quanto a resposta imune, C.
glabrata é capaz de evadir a resposta inflamatoria do hospedeiro e replicar-se intracelularmente
(RODRIGUES et al., 2014; 2017; TATI et al, 2016; CAMPOS-GARCIA et al., 2019;
JIMENEZ-ROSALES et al., 2019; KUMAR et al., 2019). Portanto, é valido investir em novos
farmacos que atuem efetivamente neste patdgeno e tais extratos vegetais podem ser
promissores.

Em adicdo, o extrato das folhas de Vatairea macrocarpa apresentou atividade
bactericida para a espécie Micrococcus luteus, a qual é constituinte do microbioma oral humano
(ZAWADZKI et al., 2017), mas ja foi reportada como responsavel por casos de bacteremia em
pacientes imunodeprimidos (GUERRA, ASENJO, MARTIN, 2018), endocardite (DURST et
al., 1991; USO et al., 2003), pneumonia (SOUHAMI et al., 1979), endoftalmite (MINO DE
KASPAR, GRASBON, KAMPIK, 2010) e artrite séptica (BAUMBACH et al., 2018). Além
de ser um patdégeno humano emergente, Micrococcus luteus tem recebido atencdo quanto ao
seu potencial biotecnol6gico, por possuir caracteristicas Unicas para se estudar a dorméncia, a
qual € um estado protetor que permite as bactérias sobreviverem aos antibi6ticos e ao sistema
imunoldgico. A dorméncia é composta por diferentes estados, incluindo estados persistentes e
viaveis, mas ndo cultivaveis; que contribuem para a disseminacdo de infeccdes bacterianas
(MALI et al., 2017; LICHEV et al., 2019).

Além disso, o extrato das folhas de Lippia alnifolia apresentou atividade bacteriostatica
para Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis, além de atividade fungistatica para Candida
albicans. Anteriormente, PINTO et al. (2013) também verificaram a atividade de L. alnifolia
contra S. aureus, o que sustenta uma informacéo relevante, visto que S. aureus é um importante
patégeno multirresistente (SANTQOS, 2007). Tais propriedades podem ser exploradas do ponto
de vista biotecnoldgico, inclusive por ja haver o uso tradicional de L. alnifolia como agente

antisséptico e no tratamento de doencas infecciosas.
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Quanto & atividade bacteriostatica de ambos extratos vegetais estudados, tal potencial
biotecnoldgico pode ser explorado dada a relevancia das espécies bacterianas testadas. Bacillus
subtilis CU1 é uma cepa probiotica recentemente descrita que possui efeitos benéficos sobre a
salde imunoldgica em idosos (LEFEVRE et al., 2017). Escherichia coli pode causar doenca do
sistema gastrointestinal, urinario ou nervoso central (NATARO, KAPPER, 1998).
Pseudomonas aeruginosa é um patégeno humano oportunista, dificil de tratar e capaz de crescer
em biofilmes. Sua letalidade é mais aparente em pacientes com fibrose cistica, mas também é
um grande problema em feridas por queimaduras, feridas cronicas e disturbio pulmonar
obstrutivo cronico (MULCAHY, 2014). Staphylococcus aureus € uma bactéria que faz parte da
microbiota humana, mas que pode provocar doencgas que vao desde uma infecgéo simples, como
espinhas e furdnculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome
do choque toxico e septicemia. Essa bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com a
descoberta dos antibidticos, mas, devido a sua enorme capacidade de adaptacao e resisténcia,
tornou-se uma das espécies de maior importancia no quadro das infeccdes hospitalares e
comunitarias (SANTOS, 2007). A Salmonella sorotipo Choleraesuis (S. Choleraesuis) é um
patogeno intracelular facultativo, Gram-negativo, capaz de induzir a cOlera em porcos, cujos
sintomas se manifestam como febre, depressao, septicemia, artrite e diarreia (LIU et al., 2017)

Quanto a atividade fungistatica dos extratos estudados, é valido ressaltar que Candida
albicans esta entre as espécies fungicas prevalentes da microbiota humana e coloniza individuos
saudaveis de forma assintomatica. No entanto, é também um patdgeno oportunista que pode
causar infeccdes graves e, muitas vezes, fatais na corrente sanguinea. O impacto médico de C.
albicans normalmente depende de sua capacidade de formar biofilmes, que sdo comunidades
complexas que se aderem a superficies, como tecidos vivos e dispositivos médicos implantados
(LOHSE et al., 2018).

E importante ressaltar que as infec¢des associadas aos cuidados de sadide (nosocomiais)
sdo um problema mundial (HAQUE et al., 2018), principalmente devido a resisténcia a
multiplas drogas desenvolvida pelos patdgenos bacterianos e fungicos (CHANG et al., 2015;
PAUL, MOYE-ROWLEY, 2014). Portanto, sugere-se que mais estudos sejam realizados para
que os extratos de Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke

possam ser utilizados de forma efetiva no controle dos microrganismos supracitados.
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3.6 Conclusao

Os extratos das espécies vegetais brasileiras Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke sdo promissores para o controle bacteriano e fungico, portanto
outros estudos podem ser realizados para determinar a efetividade de tais extratos no controle

microbiolGgico e seu potencial biotecnoldgico.

Referéncias

1. ADJUTO, ENP. Caracterizacdo morfologica e de oleo essencial de seis acesos de
Hortelanzinho (Mentha spp.). 2008. 79p. Dissertacio (Mestrado — Area de concentracao
Ciéncias Agrarias) — Departamento de Agronomia e Medicina Veterinaria,

Universidade de Brasilia, Brasilia.

2. AGRA MF, SILVA KN, BASILIO IJLD, FREITAS PF, BARBOSA-FILHO JM.
Survey of medicinal plants used in the region Northeast of Brazil. Rev Bras Farmacogn,
v.18, p. 472-508, 2008.

3. BAUMBACH SF, PRALL WC, SCHARPF AM, HERERICH V, SCHMIDT M,
SUEDKAMP NP, STOEHR A, MAYR HO. Significant increase of pathogen detection
rate by dry arthroscopic biopsies at suspected low-grade infection following total knee
arthroplasty: a prospective observational study. Arch Orthop Trauma Surg., v.138, n.11,
p. 1583-1590, 2018.

4. BRASIL. Decreto n° 5813, de 22 de junho de 2006. Aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e da outras providéncias. Brasilia: Poder Executivo
[2006]. Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-
2006/2006/Decreto/D5813.htm. Acesso em 03 mai 2019.

5. BRASIL. Instrucdo Normativa n® 06, de 23 de setembro de 2008. Reconhece espécies
da flora brasileira ameacadas de extincdo e com deficiéncia de dados. Brasilia: Poder
Executivo [2008]. Disponivel em:
http://www.iap.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao_ambiental/Legislacao_federal/INS
TRUCAO_NORMATIVA/INSTRUCAO NORMATIVA 06 DE 23 DE_SETEMB
RO_DE_2008.pdf. Acesso em 03 mai 2019.

6. CALIXTO JB. The role of natural products in modern drug discovery. An Acad Bras
Cienc. v. 91, Supl 3, p.1-7, 2019.

65


http://www.iap.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao_ambiental/Legislacao_federal/INSTRUCAO_NORMATIVA/INSTRUCAO_NORMATIVA_06_DE_23_DE_SETEMBRO_DE_2008.pdf
http://www.iap.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao_ambiental/Legislacao_federal/INSTRUCAO_NORMATIVA/INSTRUCAO_NORMATIVA_06_DE_23_DE_SETEMBRO_DE_2008.pdf
http://www.iap.pr.gov.br/arquivos/File/Legislacao_ambiental/Legislacao_federal/INSTRUCAO_NORMATIVA/INSTRUCAO_NORMATIVA_06_DE_23_DE_SETEMBRO_DE_2008.pdf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

CAMPOS-GARCIA L, JIMENEZ-VALDES RJ, HERNANDEZ-BELLO R, PALMA-
NICOLAS J, GONZALEZ GM, SANCHEZ-GONZALEZ A. Candida albicans and
non-albicans Isolates from Bloodstream Have Different Capacities to Induce Neutrophil
Extracellular Traps. J Fungi (Basel), v.5, n.2, p.1-16, 2019.

CHANG HH, COHEN T, GRAD YH, HANAGE WP, O'BRIEN TF, LIPSITCH M.
Origin and proliferation of multiple-drug resistance in bacterial pathogens. Microbiol
Mol Biol Rev,v.79, n.1, p.101-116, 2015.

CNCFLORA. Lippia alnifolia in Lista Vermelha da flora brasileira versdao 2012.2

Centro Nacional de Conservacao da Flora. Disponivel em
<http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Lippia alnifolia>. Acesso em 12 julho
2019.

CONCEICAO AA, GIULIETTE AM. Composicéo floristica e aspectos estruturais de
campo rupestre em dois platés do Morro do Pai Indcio, Chapada Diamantina, Bahia,
Brasil. Hoehnea, v.29. n.1, p. 37-48, 2002.

DURST UN, BRUDER E, EGLOFF L, WUST J, SCHNEIDER J, HIRZEL HO.
Micrococcus luteus: a rare pathogen of valve prosthesis endocarditis. Z Kardiol., v.80,
n.4, p.294-298, 1991.

DUTRARC, CAMPOS MM, SANTOS AR, CALIXTO JB. Medicinal plants in Brazil:
Pharmacological studies, drug discovery, challenges and perspectives. Pharmacol Res.,
v. 112, p. 112-114, 2016.

GOMES, TMF. Uso tradicional de plantas medicinais em comunidade rural no
semiarido piauiense. 2017. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Desenvolvimento e Meio
Ambiente) — Universidade Federal do Piaui, Teresina.

GUERRA JMM, ASENJO MM, MARTIN CR. Bacteriemia por Microccocus luteus en
un paciente inmunodeprimido. Med Clin, v.152, n.11, p.469-470, 2018.

HAQUE M, SARTELLI M, MCKIMM J, ABU BAKAR M. Health care-associated
infections - an overview. Infect Drug Resist., v.11, p.2321-2333, 2018.

HIROTA R, ROGER NN, NAKAMURA H, SONG HS, MASAYOSHI SM,
SUGANUMA N. Anti-inflammatory Effects of Limonene from Yuzu (Citrus junos
Tanaka) Essential Oil on Eosinophils. Journal of Food Science, v. 75, n. 3, 2010.
JESUS NZT. Levantamento etnoboténico e triagem antitlcera e antiedematogénica de
plantas medicinais do distrito de Pirizal-MT: avaliacdo da atividade antitlcera do

66



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

extrato metanolico de Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke. 2007. 127f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias da Salde). Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
Federal de Mato Grosso, Cuiaba. 2007.

JIMENEZ-ROSALES R, AYUSO-CARRASCO CAB, OJEDA-HINOJOSA M. The
first reported case of colonic infection caused by Candida glabrata. Rev Esp Enferm
Dig., v.111, n.8, p.648-649, 2019.

KUMAR K, ASKARI F, SAHU MS, KAUR R. Candida glabrata: A Lot More Than
Meets the Eye. Microorganisms, v.7, n.39, p.1-22, 2019.

LEFEVRE M, RACEDO SM, DENAYROLLES M, RIPERT G, DESFOUGERES T,
LOBACH AR, SIMON R, PELERIN F, JUSTEN P, URDACI MC. Safety assessment
of Bacillus subtilis CU1 for use as a probiotic in humans. Regul Toxicol Pharmacol.,
v.83, p.54-65, 2017.

LICHEV A, ANGELOV A, CUCURULL I, LIEBL W. Amino acids as nutritional
factors and (p)ppGpp as an alarmone of the stringent response regulate natural
transformation in Micrococcus luteus. Sci Rep. v.9, n.1, p.1-15, 2019.

LIU Q, YIJ, LIANG K, ZHANG X, LIU Q. Salmonella Choleraesuis outer membrane
vesicles: Proteomics and immunogenicity. J Basic Microbiol., v.57, n.10, p.852-861,
2017.

LOHSE MB, GULATI M, JOHNSON AD, NOBILE CJ. Development and regulation
of single- and multi-species Candida albicans biofilms. Nat Rev Microbiol., v.16, n.1,
p.19-31, 2018.

LUCENA CM, LUCENA RF, COSTA GM, CARVALHO TK, COSTA GG, ALVES
RR, PEREIRA DD, RIBEIRO JE, ALVES CA, QUIRINO ZG, NUNES EN. Use and
knowledge of Cactaceae in Northeastern Brazil. J Ethnobiol Ethnomed., v. 9, n.62, p.1-
11, 2013.

MALI S, MITCHELL M, HAVIS S, BODUNRIN A, RANGEL J, OLSON G,
WIDGER WR, BARK SJ. A Proteomic Signature of Dormancy in the Actinobacterium
Micrococcus luteus. J Bacteriol., v.199, n.14, p. 1-47, 2017.

MATES FJA, MACHADO MIL, SILVA MGV, CRAVEIRO AA, ALENCAR JW.
Essential oils of Lippia alnifolia Schau.(Verbenaceae) and Lippia aff. gracillis HBK,
two aromatic medicinal shrubs from northeast Brazil. Journal of Essential Oil Research,
v. 12, n. 3, p. 295-297, 2000.

67



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

MATOS FJA, AGUIAR LMBA, SILVA M. GORETTI V. Constituintes quimicos e
atividade antimicrobiana de Vatairea macrocarpa Ducke. Acta Amazonica, v.18, n.01,
p.351-352, 1988.

MINO DE KASPAR H, GRASBON T, KAMPIK A. Automated surgical equipment
requires routine disinfection of vacuum control manifold to prevent postoperative
endophthalmitis. Ophthalmology., v.107, n.4, p.685-690, 2000.

MOLDENKE HN. Notes on new and noteworthy plants. Phytologia, v.51, p.48-290,
1981.

MULCAHY LR, ISABELLA VM, LEWIS K. Pseudomonas aeruginosa biofilms in
disease. Microb Ecol., v.68, n.1, p.1-12, 2014.

NATARO JP, KAPER, JB. Diarrheagenic Escherichia coli. Clinical Microbiology
Reviews, v.11, n.1, p. 142-201, 1998.

OLIVEIRA HC, SANTOS MP, GRIGULO R, LIMA LL, MARTINS DT, LIMA JC,
STOPPIGLIA LF, LOPES CF, KAWASHITA NH. Antidiabetic activity of Vatairea
macrocarpa extract in rats. J Ethnopharmacol., v.115, n.03, p. 515-519, 2008.
OLIVEIRA TB, SOUZA JS, GOMES-FILHO IS, MOURA D, PEREIRA-FILHO JN,
TRINDADE SC. Uso da Lippia no tratamento das doencgas periodontais. J Dent Pub H.,
v.9, n.3, p.227-237, 2018.

PAUL S, MOYE-ROWLEY WS. Multidrug resistance in fungi: regulation of
transporter-encoding gene expression. Front Physiol., v.5, p.1-14, 2014.

PINTO CP, RODRIGUES VD, PINTO FP, PINTO RP, UETANABARO AP,
PINHEIRO CS, GADEA SF, SILVA TR, LUCCHESE AM. Antimicrobial activity of
Lippia species from the Brazilian semiarid region traditionally used as antiseptic and
anti-infective agents. Evid Based Complement Alternat Med. v. 2013; p.1-5, 2013.
RODRIGUES CF, RODRIGUES ME, SILVA S, HENRIQUES M. Candida glabrata
Biofilms: How Far Have We Come? J Fungi (Basel), v.3, n.1, p.1-30, 2017.
RODRIGUES CF, SILVA S, HENRIQUES M. Candida glabrata: a review of its
features and resistance. Eur J Clin Microbiol Infect Dis., v,33, n.5, p.673-88.2014.
ROZZA AL, MORAES TM, KUSHIMA H, TANIMOTO A, MARQUES MOM,
BAUAB TM HIRUMA-LIMAC. A, PELLIZZON CH. Gastroprotective mechanisms
of Citrus lemon (Rutaceae) essential oil and its majority compounds limonene and -
pinene: Involvement of heat-shock protein-70, vasoactive intestinal peptide,

68



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

glutathione, sulfhydryl compounds,nitric oxide and prostaglandin E2. Chemico-
Biological Interactions, n. 189, p. 82-89, 2011.

SALIMENA FRG, MULGURA, ME. Notas taxondmicas em Verbenaceae do Brasil.
Rodriguésia, v.66, n.1, p.191-197, 2015.

SANTOS AL, SANTOS DO, FREITAS CC, FERREIRA, BLA, AFONSO IF,
RODRIGUES CR, CASTRO, HC. Staphylococcus aureus: visitando uma cepa de
importancia hospitalar. J. Bras. Patol. Med. Lab., Rio de Janeiro, v. 43, n. 6, p. 413-
423, Dec. 2007 .

SANTOS JA, GRACIANI FS, KASSUAYA CAL, SALVADOR JM, CARDOSO
CAL. Avaliagdo da atividade anti-inflamatdria do extrato etandlico das cascas de
Vatairea macrocarpa (Benth) Ducke em camundongos pelo modelo de pleurisia. Rev
Cién Farm Basica Apl., v.37,n.1, p.1, 2016.

SOUHAMI L, FELD R, TUFFNELL PG, FELLER T. Micrococcus luteus pneumonia:
a case report and review of the literature. Med Pediatr Oncol., v.7, n.4, p. 309-314, 1979.
TATI S, DAVIDOW P, MCCALL A, HWANG-WONG E, ROJAS IG, CORMACK B,
EDGERTON M. Candida glabrata Binding to Candida albicans Hyphae Enables Its
Development in Oropharyngeal Candidiasis. PLoS Pathog v.12, n.3, p. 1-21, 2016.
TRIPPO KV, ALMEIDA LA, JESUS MC, NASCIMENTO MS, MOREIRA NL,
OLIVEIRA MC. Concepgdo de académicos de saude sobre a PNPIC e sua
aplicabilidade no SUS. Revista Pesquisa em Fisioterapia, v.7, n.4, p.481-488, 2017.
USO J, GIL M, GOMILA B, TIRADO MD. Endocarditis due to Micrococcus luteus.
Enferm Infecc Microbiol Clin., v.21, n.2, p.116-117, 2003.

VALLI M, RUSSO HM, BOLZANI VS. The potential contribution of the natural
products from Brazilian biodiversity to bioeconomy. An Acad Bras Cienc., v.16, n.9,
supll, p. 763-778, 2018.

VILELA, DAD. Avaliacdo da atividade espasmolitica e antiasmatica do 6leo essencial
de Lippia alnifolia Mart. & Schauer (VERBENACEAE). 2018. 88f. Dissertacéo
(Mestrado em Recursos Naturais do Semiarido) - Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco. Petrolina.

ZAWADZKI PJ, PERKOWSKI K, PADZIK M, MIERZWINSKA-NASTALSKA E,
SZAFLIK JP, CONN DB, CHOMICZ L. Examination of Oral Microbiota Diversity in
Adults and Older Adults as an Approach to Prevent Spread of Risk Factors for Human
Infections. Biomed Res Int. v. 2017, p. 1-8, 2

69



CONCLUSAO GERAL

Os extratos de Lippia alnifolia Mart. & Schauer e Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke
regulam a producdo de citocinas produzidas em resposta a presenca de antigenos de
Porphyromonas gingivalis e sdo promissores para o0 controle bacteriano e fngico. Portanto,
recomenda-se a realizacdo de outros estudos para determinar a efetividade de tais extratos no

controle microbioldgico e seu potencial biotecnoldgico.
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ANEXO - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
FEIRA DE SANTANA - LEFS
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOSE [0 PROJETD DE PESGUISA

Thiubx da Pesgquisa: ﬁ'ﬂnﬁ dio efelio Imunomodulador de exirabns & Gleos essencias de plantas naivas
da o0 s2mi-ando balano na perisiomie orinica

Pesquisador: Soraya Castro Trindade

Area Tematica:

Viers3o: 2

CAAE: 45257915.6.0000. 0023

Insfttul;So Proponsnts: Universidadge Estadual de Fela de Santana

Patrocinador Princpal; Financlamemo Proprd

Damos {0 PARECER

Himene do Parecar: 1,542 323

Aprassntacio oo Projeto;

Trata-s2 de wm Projeto de pesquisa InTiulade ~Avallagso oo efelto IMunomodulador de exiratos & Hens
essencials de plantas nativas da regifo do semi-arido balano na periodontite crnica”, do Departamento de
Sa0de da Universidade Estadual de Felra de Santana (UEFS), tendo por pesquisatores SORAYA CASTRD
TRINDADE |(Coordenadora & Pesquisadora Responsayel); Laerte Oibvelra Bameio Mebto, Andnio Varela
Canck & Jurandl Nesy Perelra Fliha (Pesquisatonss Colaboradores),

Consta no Resumo do Projeto que "A periodontite & uma doenga de eliciogla muititatorial, cujo fator
etloldgico prmano consttul-s2 na presenca de tofime na superficle dentara, tendo a resposia do
hospedelro um papsl preponderanta no 52U Inicio & desenvolvimento. Seu tratamento & bassado na
remogao mecanica do biofime, O uSo de agjuvantes qUIMIcCSs para o controke da panodontte tambem tem
sldo preconizado em dlversas Tormas de adminisiragdo, porém a ulilizagdo de Molerapicos para esie
propdsito & bastante resbrita. Por ouiro ladao, diversas planias do semi-ando balano tBm sido utllzadas na
medicina papular, com vanados efslios bloidgiess. Diante daste panorama, 0 presente projeio fem como
oojetive avallar o efelto IMUNomoSUIador do extrato & oos Glecs assenclals das espacies vegetals Oomum
basllcum, Lipgia onganoldes, Lipota

Endarete: Awenak Trafdfoidealn, an - Hows Hoflzante, LEFS

Busderee  Widhils |, WA 17 CEP: 4 [rii-480
LiF: BA Munesipla: FEIRA DE SaMTANA
Telefone (7551810087 E-mnail:  copffuets b
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thymolties, Lipota lasiocaiyoing, Lipota inshgnis, Hypls fruticosa, Hyptis leucotaphala @ HypSs macmsoachys
€ das ralzes das cactaceas Cereus [amacary, Tacinga palmadora, Hamisla adscendens @ Opuntla flcus
E00Me oSjulas mOonomussanss o sangue paniféalco de voluntanos oom e sam periodoniie. & Toelidade doc
COMpOStOs para e6las calulas sera testada pako ensak colormetrico de MTT. Em sequida, 35 colulas serlo
cuitfvanas por 45N oM prEGENS 005 COMPOSIos & 0 NVEls a5 citoinas IL-5, IL-17, IL-13, THF-a, IFN-, IL-
&, IL-10 2 IL-1b 5erd0 Gos3d06 pOr mekd e ensalo Imunoenzimatico. Serdo reallzades 1amieém ensalos paa
a avalagio 43 proliferacio calular, Dem como ensalos para detseedo de 3pOpIOGE & NECTDSS, AMDOS por
ciiometria de Muxo. ADts 3 andlse da distibuldo dos d3dos com 0 tests de Kolmogonoy-Smimoy, 06 Nivels
das oitosnas entre o8 ndviduos sauddvels e doentes sardo comparados wilzando-s2 of testas T de
Student ou Mann- Whikney.” (Projeto Detalhato & Informagdes Sasicas do ProjetoPiatatomma Brasll)

HIFOTESE: “Zara que a utliizagao de composios de planias encontradas na regao do sami-arkdo balano
pode ser uma aliemativa mals vidvel o tratamento aduvanie da doenga perodontal, sem os rscos de
resisténcla bacterana ou de polulgdo do meko amlene ™

METODOLOGIA: Trata-6e de um Estudn caso-comirole. O pesquisadores apresentam de foma detalhas
a5 etapas da pesgquisas Coleta o Matenal Vegetal, Cbiencio dos dleds essencials & analse da composipao
quimica; CtiencS0, processamentn 00s extrabos brutos e analise quimica; SelegSo da Amostra; Coketa de
Sangue & Separagao de CMSR; Cultivo Celular, Avallagdo da ciioloedcidage; Cliometia de Fluxo para
Avalagso de Profferacdo Calular & ApopbesaMecmse; Ersalo Imunoermimation ELISA para Detsegdo de
Chocinas; e Analise Estatisica. Em relacio & Selepdo da AMosTa, "Serd0 conddados 3 compor anostra os
Indviduos com Doa salde sisémica que Dustarem Jtendimenio odonbaidgico nos ambulaitnos oo cursn &e
Cdomplogla da UEFS. O orténcs de nao Inclusao avallados pela anamness & consierados para este
estudo s2rd0; hishona de doencas slsidmicas, gestacdo alual, tratemento periodontal amiedor, fumo atual ou
amterion, usD de aniikéicos e antinflamandnios, recpecivamenie, nos sels & Jois meses anienoes 4 coieta
Comporao o gnipe c3s0 30 Individucs diagnosticadcs com perodontie crdnka, enguanto o grupo confrole
2273

composto por 30 Indlviduos sem periodontite. Os participantes recelberdo todas as devidas Informagles
E00re 3 pesquisa 2, prelenoments, serdo presnchidos fommulanes para obbencdo @ ssinatura 9o termo &e
consentimeanto IMFoMmado, permanseendo WA cOpla Com o5 MEsmos. &

Endanetay:  Aweiids T fiiscdeliim, 6 - v Holesme, LEFS

Bbere  Widchile |, 8 17 CEP: 44 (137480
LF: Ba Munsspka: FEIRA DE SENTANA
Telefone:  [T5E181 08T E-mnail:  cosf ik b
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avalagio da condigdo perodontal sera realzada por um Unico examinador desidamente callbrado willzando
oMo referdncla of descritores clinicos perodontals propostcs por GOMES-FILHC et al. (2007). © registo
sera fefto na ficha de exame bucal formulada para esie projetn.” Mo que diz respelto & Coleta de Sangue &
Soaparaca0 de CMSE, "Um volume e 30mL de sangue dos participanies serd coletada por pungdo venosa
nia feesa anie-cubltal com fubo tipo Vacutaner estérl (SDSP)L.I"

Agresents ConNograma suElzad & OITamenid com 3 BSschca0 &3 contrapanida da UEFS.
& pesquisadora coondenadoramesponsavel do Projeto tem experigncla na area da pesquisa a ser
desarvoivida, de acordo com o curriculn lathes.

Ofethio da Peequlsa:

"Ot{etive Primano:

- Avallar o efelto Imunomoduladon das especies vegelals Odmum baslicum, Lippia ongancices, Lippia
thymaides, Lippla laslocalycing, Lippia Inslgnis, Lippla aliba, Hyplls fruicosa, Hypis leucocephala & Hypts
macrostachys @ das ralzes das cacticeas Cereus [amacany, Tacinga palmadora, Hamsla adscandens &
Cpuriia fcus s0bre celulas Mononusiearss oo sangue pestfénico (CMSF) humanas.

Objetvos Secundanos:
- Investigar o paped dos tleos essencials & dos extratos brutos das espécles vegetals Ocimum baslicum,
Lippia origanoides, Linpia thymokdes, Lippia lasiocailycing, Lippia insignis, Lippla alba, Hyptis fruticosa, Hyptis

lsuconephala, Hyptis macrosctachys, Cerelus [amacan, Tasnga palmadora, Hamisla adscendens & Opunia
ficus na proiferaco ey ra mons e CMSP de pacienies com & sam penodonthe cronks;

- Estudar 3 capacitade destoe dlaos & exiratos na Inbiclo ou InoucSo da procdugdo de cfiooinas IL-S, IL-17,
IL-13, TMFa, IFM-G, IL-E, IL-10 2 IL-10&m CMSP de pacientes Com 2 sem penodomtis crdnica;

- Diterminar a5 concemmagies Inunomoduladorss dessas subsianclas;

- Idenficar aquakes extrato com malor potendal Imunomodulcor para saniem) usadajs) em um denfiico
U coitftda.” (formuiEno simpliicado Platstomms Brasi)

Enderecs:  Seenica Tramresesiim, an - hove Hoeome, LEFS

Badrre:  Widduis |, W 1T CEP: 4 [ra-450
F: EA Bunicipia: FEIRA DE SeNTARA
Tebefone:  (T5p181-8087 E-mail: oot bi
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Avallagso dos Rlecos & Bensficlos:
RISDOE:

"6 MEcos sera0 mimkmos, poks fodas a5 nomnas e blosseuranca serdo seguidas durants o atendmento &
cokta de sangue dos Individuos poradores ou nap &2 perlodontite. Além dlsso, a comfidencialdade &
anonimato dos participantss sera realzada.” (Informagdes Baslcas do Projeto'Platatorma Srasll)

"Duranie a coleta de sangue 0o 5eu bragd, vocs poderd sentlr dor. A intenskdade da dor vana entre cada
Individuo, POFEM & UMa dor suportavel. Quanto mals franquilo (3) vocs estiver, Mencs dolofsd 5erd 0
procetimento. ApSs 3 coketa, pode-5e Trmar um hamatoma (NIcar UM poucD rox) ol ficar dooddo, mas o
{a) dentista que reallzara a coleta disple de Melos para contomar esse6 efelins Indessjavels.” [TCLE).

BENEFICICS:

"Espera-se qUE 0 2XTatD DIRD & os dleos essencials d3s espéces vegetais Colmum basllicum, Lippla
origancides, Lippla tymokdes, Lipola lasiocalysina, Lippla Insigris, Hyptls futicosa, Hypds leucocephala,
Hyplls macrosctachys, Cerels |Jamacary, Tasinga palmadora, Hamlsla adscendens = Cpuntia floes
apresantem efeito muromodulador em céhiias humanas, princpalments aquelas proverientes de indviduos
portadores de periodonife. Haverdo esta capacidade Imunomoduladors, & possivel que algumas destas
espécles possam ser utlllzadas como ad|uvantes no Fatamento da perodontite. Assim, presente projsio
pretends apontar as sspckes & formas de apresentacio (dleo e swirabo) com malor potenclal para ser
udizans am veloulos como danttricios S/ow colldnos par a preveneo & ratsmento oa perodontite. Com a
aquisigdo dos equipamentos, espara-se 3 adequacio do Laboraloria de Imunologla do Cwsa de
Odontologla da UEFS, fortalecendo o referida laborattn & o grupo oe pesquisa. O Toraledimeanto da Inha
e posquisa, com 3 obtengSo e recursos e oos dacos esperados, fortaienara tambem o Programa de Pos-
Graduagdo em Blotecnologla da UEFS, que pooera comtar com & duas 1eses de doutorado & s
dissertaches de mesirado, além dos esforgos na obiengdo oe produtos, revertendo o conhasimenio
clent Moo produzido =m ecnologla que favoresga a3 comunidade.” (Infammacdes Basicas do ProetPiaatomma
Brasll)

"(0% resuitados desta pesquisa nos a|udardo 3 ter uma menor comgresnsao da Pedodoniite & poderdo
possibliitar wm crescimento clentico relacionado 3 esse tema, nodusive Infuenciando na

Endanegey  Aweiids Tiafsnoideslm, & - v Holzsons, LEFS

Busdere:  Widduls |, W, 17 CEP: 48 [r31 480
F: BA Munsspla: FEIRA DE SaNTANA
Telefone (7531818087 E-mail:  coofiuets bi

Plgra cace o

89



LUNIVERSIDADE ESTADUAL DE
FEIRA DE SANTANA - UEFS
Corfmumple 33 Passar 9 36221

forma de prevenir € tratar a doenga aqul estudada. [.) Os resultados dessa pesquisa podem ajudar no
desenvolvimenta, peios

EETVIGDS publicos de salde, o2 aples voRadas para prevenpao da Pesiodonilie; 35 quals frardo beneficios
futuros para woos, sua famila e SUS comunidade.” (TCLE)
Comentarios ¢ Conslderaghes sobre a Peaquisa:

A pesqUIsa possU relevanda socdal & academica, bem como viabilkiate $tea

A& pesguisadona resporsavel alirma ques "Mao serd exscutado procedlmenio nowa, s2m experimentagio
prévia, nos partiipantes g3 pesquisa. Todas as técnicas proposias |4 5o bastante utllzadas & bam
estabaiecidas na Meratura relacsionada a0 esbudo do perfl de Fesposta Imune contra dversos fatores, como

agenies Infecoiosos, calulas, drogas, eic.” oficlo resposta de pendéncias)

0% pasquisadores SemonsTam cOMpromisss oo com oS paricipantes da pesquisa, INCUNGD 0 TEma G0s
resultados & acompanhamento necessan dlante da identificagio de necessidade de salde bucd, conforme
comprova-62 com o TCLE: "A dhvulgago dos resuitados da pesquisa pam 05 participantes voluntanos se
felta por meio de palesiras agendadas previamente, a serem reallzadas na sala de espera, antes do
atendimento odontologico. Se vocs | tiver concluido o tratamento, serd convidado (a) por telefone a
cOMparecer Na data Indicada, na qual 5er tambem reallzada uma revisSo da sua sade bucal, por melo do

exame ciinlco periodontal, acompanhada de ieramia de manutengao, o350 necsssana

Ve ressatar que fol questionado palo comit2 quem serla o responsavel pela pungo venosa para coleta de
amostra de sangue & em relagio a lss0 3 pesquisadora apresentou gue "De acordo com o Conselho
Federal de Odontologia (Resolugies 15772015 e 158/2015), o cirurgiSo-dentista esta apio a executar
puncdo venosa.” (oflEo resposia de pendéndas) Esia permissao esld desohita na Resoiugda CFO 1582015
que “Requiamenta o usd de AQregados Plaquetanics ARGIDGSS para Ins ndo fransfusionals no Ambho da
Cdontologlia.” A referida resolugdo descreve ques " 17, Fiea autonzada 3 realzagdo de venopungdo pam
ciotengio de Agregados Plaquetarics Autticgos para uso exciusivo em Cdonfologla pelo drungldo-dentista,
devidamente hablliade ou de profissional 2 salde devidamenie habllitado em conjunio e
comesponsabllidade com o clrungldo-dentlsta.”

Enderecs:  Asetvds Transhosdesin i - s Hodeonta, LEFS
Bl Rddkie |, WA 1T CEP: 4 (1480

LF: B Munispla: FEIRS DE SANTANA
Telefone:  [T5p181 8087 E-mmail: copfiats bi
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Corsia declaragdo de pamcenia com o Laborattno de Quimica de Produtos Maturals & Bloativos (LAPRON-
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INFORMAGOES GERAIS

APENDICE A - FICHA DE ANAMNESE

MNumero do cadasiro do pacienta:

Endareco:

Telafona:

Data de nascimento:

ldade:

S

Ccupacao atual:

Local de trabalho:

Cupagao antenor:

Tampo de atividade:

HABITOS DEVIDA

Fumao Sim Man Tipo N¢ cigarros/dia | Maosos |
Alcoal Sim Nao Tipo [Ancs
Drogas Sim Mao Tipo

ANTECEDEMNTES MEDICOS

Alergias Sim Mao Tipo Anos
Anamia Sim Nao Tipo Anos
Hipartensao anarial Sim Nao Compensada Sim Mao
Hipotensao Artarial Sim Mao Compensada Sim MNao
Vilvulas Artificiais Sim Nao Tipo

Problemas Valvares Sim Mao Tipo

Endocardite Bacteriana Sim Nao

Ponte Safena Sim Nac

Infarta do Miocardio Sim Mao

Marcapasso Sim Nao Anos

Angina Sim Nao Compensada Sim Mo
Diabeta Tipo | Sim Hao Compensada Zim Mo
Diabets Tipo Il Sim Mao Compensada Sim Mao Anos
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Hepatite Sim MNao Compensada Eim Nao
Epilapsia Sim Nao Compensada =im Nao
Distirbio de coagulagao Sim Nao Compensado Sim Nao | Anos
Leucemia Sim Mao Compensada Sim Nao
Tuberculosa Sim Nap Compensada Sim Nap
Artarosclonoss Sim Nao Compensada Sim Mao | Anos
Osteoporose Sim MNao Compensada Eim Nao
Portador HIV Sim hao Em Tratamento Sim Nao
Portador HTLV Sim hao Em Tratamanto Sim Nao | Anos
Neoplasias Sim Nao Em Tratameanto Sim Nao
Radioterapia Sim Mao Em Tratamento =im Nao
Transplantado Sim Mao Em Tratamento Sim Mao Anos
Leischimaniose Sim Mao Em Tratameanta Sim Mao Anos
Equistossomosa Sim MNao Em Tratamento Eim Mao Anos
Hipatireaidismo Sim MNao Em Tratamento Eim Mao Anos
Hipatircidismao Sim Nao Em Tratamento Eim Mao Anos
Lupus aritematoso Sim Mao Em Tratameanto Sim Nao Anos
Artrite Reumatdide Sim Nao Em Tratamento Sim Mao Anos
Fobre Reumstica Sim N0 Em Tratamento Sim Mao Anos
Doenga de Crhon Sim Nao Em Tratamento Sim MNao Anos
Colits Ulcerativa Sim MNao Em Tratamento Eim Mao Anos
Malria Sim MNao Em Tratamento Sim Nao
Hermpes Sim hao Em Tratamanto Sim Nao
Ja se submeteu a alguma destas cirurgias?

Amigdalectomia Sim Mao Anos

Adencideciomia Sim Mao Anos

Apendicactomia Sim Mao Anos

Esplenactomia Sim N30 Anos

Ja fez uso destes medicamentos pelo manos um més'ano. Se sim, gual a idade de inicio e qual a duragio do uso?

Fenilbutazona Sim Mao |dade-anos Duragac-anos
Corticdida Sim MNao |dade-anos Duragao-anos
Indometacina Sim Mao |dade-anos Duragao-anos
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Cloranfanicol Sim Mao |dade-anos Duragio-anos
Imunossupressaor Sim Mao |dade-anos Duragio-anos
Amoxicilina Sim Mao |dade-anos Duragio-anos
Matronidazol Sim Mao |dade-anos Duragio-anos
Homidnios Sim Mao |dade-anos Duragio-anos
Ultima vez que foi an Dentista O que realzou?

Ja fez Tratamento Periodontal? Sim Mao Em Tratamento  |Sim Mao

Ja fez Tratamento Ortoddmtico? Sim Mao Em Tratamento  |Sim Mao

Familia com Doenga Pericdontal Sim Mao

HABITOS DE HIGIENE ORAL

Cuantas vezes escova sous denles ao dia? 1 vez 2veZes g:fzg"’

Alem da escova, usa oulro tipo de instrumento| Fio Palito Escova Escova Bochechos

para limpar os dentes? ] intardamtal bitufo

0 que vocd acha da sua condicao bucal? |Otima Boa Ruim Mao esta preocupado com ela

Azzinatura do Paciants:

Azzinatura do Entravistador:
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FICHA DE EXAME CLINICO

[Nome:

[Data de nasciment] |

APENDICE B - PERIOGRAMA

|Data de coletg] | | |

[Diagnéstico da doenca periodontal:

[Examinador

| [1dade aprox em anos

IR-H

Protundioade oe Sonaagem

Thaice ae gangramento NIC

disto-v | médio-v | mesio-v | disto-I | médio-I | mesio-I

disto-v

médio-v | mesio-v | disto-l | médio-I

mesio-|

disto-v | médio-v ]| mesio-v | disto-I | medio-I | mesio-I § disto-v | medio-v ] mesio-v | disto-I

medio-|

mesio-|

77

Nomenclatura dentéria segundo o sistema FDI.

Nota: A aproximagdo da idade segue o seguinte critério: até 6 meses aproxima para a idade anterior; acima de 6 meses aproxima para a idade seguinte.

E: existéncia de dentes: x= presente
IR-H: indice de recessdo (+)ou hiperplasia(-) (mm)

Profundidade de sondagem nas faces disto-vestibular, médio-vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual e mésio-lingual (mm)

indice de sangramento nas faces disto-vestibular, médio-vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual e mésio-lingual : O=ausente; 1=presente

NIC: nivel de insercdo clinica nas facesdisto-vestibular, médio-vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual, médio-lingual e mésio-lingual (mm)

IP: indice de placa nas faces vestibular, lingual, mesial e distal: O=ausente; 1=presente
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: AVALIACAO DO EFEITO IMUNOMODULADOR DE EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS
NATIVAS DA REGIAO DO SEMI-ARIDO BAIANO NA PERIODONTITE CRONICA.
PESQUISADORA RESPONSAVEL: Soraya Castro Trindade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para ser lido para/por todos os participantes do estudo

As informacGes a seguir descrevem o estudo e os seus direitos como participante. Além do que
for aqui esclarecido, o entrevistador podera responder qualquer questdo que vocé tenha referente ao
estudo. Por favor, leia ou ouca com atencdo e, sempre que achar necessario, interrompa para
perguntar.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Avaliacdo do efeito imunomodulador
de extratos e dleos essenciais de plantas nativas da regido do semi-arido baiano na periodontite
cronica”. Antes de decidir participar, é importante que vocé entenda o porqué da realizacdo desta
pesquisa e o que ela envolve. Por favor, dedique um tempo para ler cuidadosamente as informacgdes
seguintes e, se preferir, converse com seus familiares, amigos ou com seu médico. Se vocé desejar,
pode levar este material para casa para pensar melhor. Pergunte-nos se houver qualquer coisa que
nao esteja clara ou se precisar de mais informacdes.

A Periodontite é uma doencga que se caracteriza por uma inflamag¢do do osso que envolve os
dentes, levando a perda dos dentes, ao mau halito e ao comprometimento da saude geral do doente.
O estudo das células e moléculas envolvidas no processo inflamatdrio é importante para compreender
melhor a atividade dessa doenca e seus fatores de risco. Os resultados desta pesquisa nos ajudardo a
ter uma melhor compreensao da Periodontite e poderdo possibilitar um crescimento cientifico
relacionado a esse tema, inclusive influenciando na forma de prevenir e tratar a doenca aqui estudada.

O objetivo desse estudo é avaliar a acdo dos extratos de algumas espécies vegetais -
manjericdo (Ocimum basilicum), salva-de-marajé (Lippia origanoides), alecrim do campo (Lippia
thymoides), alecrim de vaqueiro (Lippia alnifolia), Lippia lasiocalycina, Lippia insignis, erva cidreira
(Lippia alba), angelim do cerrado (vatairea macrocarpa), alecrim-de-tabuleiro (Hyptis fruticosa), Hyptis
leucocephala e alfavaca branca (Hyptis macrostachys) e das raizes das cactaceas mandacaru (Cereus
jamacaru), quipa-de espinho (Tacinga palmadora), rabo de raposa (Harrisia adscendens) e figueira da
india (Opuntia ficus) sobre células mononucleares do sangue periférico (CMSP) humanas, de pacientes
com e sem periodontite.

Com isso, buscamos dados que contribuam para a compreensao da influéncia do extrato
dessas plantas no tratamento da Periodontite, bem como para o entendimento dos mecanismos de
resposta do homem diante da infec¢ao por esse micro-organismo.

Para tanto, serdo realizados a) preenchimento de questionario com perguntas sobre sua saude
e seus habitos de higiene da boca; b) exame bucal, realizado por um (a) dentista, utilizando
instrumentos apropriados para avaliar a gengiva; e c) coleta de uma amostra de sangue do seu brago
(exame de sangue comum), realizada por um (a) dentista capacitado (a) e treinado (a) para a coleta.

Durante o questionario de saude, caso seja identificada alguma doenca sistémica, como
hipertensdo, diabetes ou distlurbio de coagulacdo, vocé ndo participard das etapas seguintes da
pesquisa, mas continuarad sendo atendido nas atividades de extensdo do curso de Odontologia da
UEFS.

Os exames bucais que serdo realizados sdo exames rotineiramente efetuados por dentistas em
consultdrios ou servicos odontoldgicos. Todo o material coletado serd, depois de feitos os exames
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necessarios para este projeto, jogado fora. Solicitamos aqui a sua autoriza¢do para coleta e utilizacdo
do seu sangue durante o periodo desta pesquisa.

Durante a coleta de sangue do seu brago, vocé podera sentir dor. A intensidade da dor varia
entre cada individuo, porém é uma dor suportavel. Quanto mais tranquilo (a) vocé estiver, menos
doloroso serd o procedimento.

Ap0s a coleta, pode-se formar um hematoma (ficar um pouco roxo) ou ficar dolorido, mas o
(a) dentista que realizara a coleta dispGe de meios para contornar esses efeitos indesejaveis. Podem
ocorrer, durante e apds a coleta, complicagdes como: pungao acidental de uma artéria e infeccdo, as
guais sdo evitadas através de medidas de seguranca, capacitagao e treinamento do profissional. O (a)
dentista esta capacitado (a) para contorna-las caso ocorram. Lembre-se que o (a) profissional esta
capacitado (a) para o procedimento e para evitar tais complicacGes. Faga perguntas sobre essas
complicagBes para o (a) profissional a fim de se tranquilizar.

Participando desta pesquisa, vocé ndo recebera nenhum tipo de beneficio material, como
dinheiro, mas estard contribuindo para a elaboracdo de um trabalho cientifico que podera
proporcionar beneficios futuros a sociedade. Os dentistas envolvidos na pesquisa, juntamente com os
estudantes de Odontologia que ajudardo no projeto, realizardo o seu tratamento periodontal.

A divulgacdo dos resultados da pesquisa para os participantes voluntdrios sera feita por meio
de palestras agendadas previamente, a serem realizadas na sala de espera, antes do atendimento
odontoldgico. Se vocé ja tiver concluido o tratamento, sera convidado (a) por telefone a comparecer
na data indicada, na qual serd também realizada uma revisao da sua saude bucal, por meio do exame
clinico periodontal, acompanhada de terapia de manutencdo, caso necessdria.

Os resultados dessa pesquisa podem ajudar no desenvolvimento, pelos servigos publicos de
saude, de ac¢des voltadas para prevencdo da Periodontite; as quais trardo beneficios futuros para vocg,
sua familia e sua comunidade.

Vale ressaltar que, a qualquer momento, vocé poderd fazer perguntas sobre esta pesquisa com
a garantia de que serdo respondidas. Tem a liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si,
podendo entrar em contato com os pesquisadores desta pesquisa para pedir que os seus dados sejam
retirados da mesma, sem qualquer prejuizo para o seu atendimento em qualquer das atividades de
extensao do curso de Odontologia da UEFS.

Os dados obtidos neste estudo, bem como fotografias que possam ser tiradas, serdao
apresentados em congressos e encontros da comunidade cientifica e serdo publicados em revistas
especializadas. No entanto, a sua identidade nunca sera revelada e seu rosto nunca serd mostrado nas
fotografias, apenas sua boca.

Caso ocorram danos a saude causados diretamente pela pesquisa, o participante tem direito
a indenizagdo, o procedimento sera interrompido e os pesquisadores fardo os encaminhamentos
necessarios. Nenhum custo sera cobrado a vocé, pois sera coberto pelo orgamento da pesquisa. Vale
ressaltar que o risco de danos causados pela sua participagdo na pesquisa é baixo, pois serdo realizados
procedimentos de Odontologia que ja seriam realizados na sua avaliacdo clinica. Da mesma forma, a
coleta do seu sangue é semelhante aquela realizada quando vocé faz exame de sangue no laboratdrio.

Para o esclarecimento de duvidas sobre o projeto, vocé pode entrar em contato com o pesquisador,
ligando para (75) 3161.8112 (NUPPIIM- UEFS).

Estando de acordo, assinam:

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador
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Local e Data:

Pesquisadora responsavel: Soraya Castro Trindade.
NUPPIIM - UEFS. Campus Universitario, Feira de Santana - Bahia.
BR-116, quilometro 3, avenida Universitaria, sem nimero.

ATENCAO: a sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso de
dendncia pelo ndo cumprimento do que foi acordado ligue (75) 3161. 8067 (CEP-UEFS).

12 via do participante da pesquisa
22 via da pesquisadora responsavel
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APENDICE D

Tabela suplementar 1: Descricdo das medidas de tendéncia central e dispersdo das concentrages de citocinas
(IL-1B, IL-13, IFN-y, IL-6 e 1L-10) no sobrenadante das culturas de células dos individuos dos grupos com

periodontite (P) e sem periodontite (SP), de acordo com a condicdo de estimulo empregada.

CITOCINAS CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE

Gomes-Filho et al., 2007

Com periodontite Sem periodontite P
(CP) (SP)

IL-1B
Sem estimulo N=09 N=15
Mediana (IQ) -2,24 (-13,97-0,12) -0,29 ( -3,75-13,41) 0,089
Porphyromonas gingivalis N=09 N=15
Mediana (IQ) 1023,18 (133,14-1418,03)  1784,51 (1392,42-1940,97)  0,007*
Pokeweed N=08 N=12
Mediana (1Q) 1369,22 (400,66-1437,12)  1676,27 (1183,03-1978,87) 0,176
Lippia alnifolia N=08 N=13
Mediana (1Q) 0,14 (0,10-0,28) 0,52 (0,15-0,83) 0,082
L. alnifolia + Porphyromonas gingivalis N=07 N=13
Mediana (1Q) 3,02 (2,39-3,23) 2,94 (2,48-3,02) 0,393
IL-13
Sem estimulo N=12 N=20
Mediana (1Q) -1,81 (-9,93-30,23) -4,69 (-11,87-4,28) 0,626
Porphyromonas gingivalis N=23 N=20
Mediana (1Q) 9,85 (-7,43-46,51) -1,24 (-4,62-11,43) 0,386
Pokeweed N=5 N=6
Mediana (IQ) 103,22 (61,76-267,80) 87,05 (14,61-278,28) 0,584
Lippia alnifolia N=06 N=13
Mediana (IQ) -17,69 (-24,20--0,09) -11,52 (-20,43-5,16) 0,335
L. alnifolia + Porphyromonas gingivalis N=06 N=13
Mediana (1Q) -18,60 (-27,29--0,09) -13,35 (-17,46--1,69) 0,313
IFN-y
Sem estimulo N=05 N=11
Mediana (1Q) 11,92 (8,68-26,65) 32,35 (19,09-72,06) 0,062
Porphyromonas gingivalis N=05 N=11
Mediana (1Q) 835,74 (297,62-957,04) 163,91(95,42-1034,37) 0,691
Pokeweed N= 04 N=05
Mediana (IQ) 1061,07 (256,83-1116,67) 1067,26(505,50-1165,72) 0,624
Lippia alnifolia N=04 N=06
Mediana (1Q) 0,11 (0,09-0,23) 0,13 (0,10-3,18) 0,522
L. alnifolia + Porphyromonas gingivalis N=04 N=06
Mediana (IQ) 0,38 (0,25-0,53) 0,29 (0,10-4,32) 0,670
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IL-6

Sem estimulo

Mediana (1Q)
Porphyromonas gingivalis
Mediana (IQ)

Pokeweed

Mediana (IQ)

Lippia alnifolia

Mediana (1Q)

L. alnifolia + Porphyromonas gingivalis
Mediana (IQ)

IL-10

Sem estimulo

Mediana (IQ)

Porphyromonas gingivalis

Mediana (IQ)

Pokeweed

Mediana (1Q)

Lippia alnifolia

Mediana (1Q)

L. alnifolia + Porphyromonas gingivalis
Mediana (IQ)

N=08
33,68 (14,78-64,36)
N=08
1085,02(997,81-1337,05)
N=05

1094,94 (1062,08-
1176,83)
N=05

0,12 (0,08-0,21)
N=05
2,62 (1,34-2,88)

N=04
101,44 (-54,82-494,24)
N=04
719,71 (675,31-1130,89)
N=03
686,60 (224,36)
N=03
0,09 (0,06)

N=03
0,095 (0,086)

N=08
56,66 (18,09-928,25)
N=08
1146,58(820,91-1353,04)
N=06
1238,11(973,23-1313,30)

N=08

0,15 (0,13-1,40)
N=08

0,94 (0,07-2,42)

N=06
139,61(-10,49-321,89)
N=05
716,29 (11,63-1393,48)
N=04
427,01 (32,91-699,61)
N=04
0,15 (0,27-0,08)
N=03
0,07 (0,004-0,08)

0,431

1,000

0,408

0,213

0,107

0,593

1,000

0,480

0,289

0,077
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APENDICE E

Tabela suplementar 2: Descricdo das medidas de tendéncia central e dispersdo das concentra¢des de citocinas
(IL-1B, IL-13, IFN-y, IL-6 e 1L-10) no sobrenadante das culturas de células dos individuos dos grupos com
periodontite (P) e sem periodontite (SP), de acordo com a condicao de estimulo empregada.

CITOCINAS CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE

Gomes-Filho et al., 2007

Com periodontite Sem periodontite P
(CP) (SP)

IL-1p
Sem estimulo N=09 N=15
Mediana (1Q) -2,24 (-13,97-0,12) -0,29 ( -3,75-13,41) 0,089
Porphyromonas gingivalis N=09 N=15
Mediana (1Q) 1023,18 (133,14-1418,03)  1784,51 (1392,42-1940,97) 0,007*
Pokeweed N=08 N=12
Mediana (1Q) 1369,22 (400,66-1437,12)  1676,27 (1183,03-1978,87) 0,176
Vaitarea macrocarpa N=08 N=13
Mediana (1Q) 0,23 (0,10-1,19) 0,42 (0,20-1,16) 0,311
V. macrocarpa + Porphyromonas gingivalis N=08 N=13
Mediana (1Q) 2,95 (2,22-3,33) 2,48 (1,54-3,17) 0,469
IL-13
Sem estimulo N=12 N=20
Mediana (1Q) -1,81 (-9,93-30,23) -4,69 (-11,87-4,28) 0,626
Porphyromonas gingivalis N=23 N=20
Mediana (1Q) 9,85 (-7,43-46,51) -1,24 (-4,62-11,43) 0,386
Pokeweed N=5 N=6
Mediana (1Q) 103,22 (61,76-267,80) 87,05 (14,61-278,28) 0,584
Vaitarea macrocarpa N=06 N=13
Mediana (1Q) -22,26 (-26,14—6,03) -12,43(-21,35-6,07) 0,148
V. macrocarpa + Porphyromonas gingivalis N=06 N=13
Mediana (1Q) --22,26 (-22,94—7,98) -11,97 (-21,12-19,32) 0,428
IFN-y
Sem estimulo N=05 N=11
Mediana (1Q) 11,92 (8,68-26,65) 32,35 (19,09-72,06) 0,062
Porphyromonas gingivalis N=05 N=11
Mediana (1Q) 835,74 (297,62-957,04) 163,91(95,42-1034,37) 0,691
Pokeweed N= 04 N=05
Mediana (1Q) 1061,07 (256,83-1116,67) 1067,26(505,50-1165,72) 0,624
Vaitarea macrocarpa N=02 N=05
Mediana (1Q) 0,95 (0,95) 0,14 (0,12-6,21) 0,053
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V.macrocarpa + Porphyromonas gingivalis
Mediana (1Q)

IL-6

Sem estimulo

Mediana (1Q)

Porphyromonas gingivalis

Mediana (1Q)

Pokeweed

Mediana (1Q)

Vatairea macrocarpa

Mediana (1Q)

V.macrocarpa + Porphyromonas gingivalis
Mediana (1Q)

IL-10

Sem estimulo

Mediana (1Q)

Porphyromonas gingivalis

Mediana (IQ)

Pokeweed

Mediana (IQ)

Vatairea macrocarpa

Mediana (1Q)

V. macrocarpa + Porphyromonas gingivalis
Mediana (1Q)

N=02
0,15 (0,19)

N=08
33,68 (14,78-64,36)
N=08
1085,02(997,81-1337,05)
N=05

1094,94 (1062,08-
1176,83)
N=05

0,15 (0,12-0,26)
N=05
2,62 (1,67-2,67)

N=04
101,44 (-54,82-494,24)
N=04
719,71 (675,31-1130,89)
N=03
686,60 (224,36)
N=02
0,07 (0,06)

N=01
0,17 (0,17)

N=04
0,68 (0,19-4,90)

N=08
56,66 (18,09-928,25)
N=08
1146,58(820,91-1353,04)
N=06
1238,11(973,23-1313,30)

N=08
0,16 (0,11-0,40)
N=08
0,21 (0,06-2,11)

N=06
139,61(-10,49-321,89)
N=05
716,29 (11,63-1393,48)
N=04
427,01 (32,91-699,61)
N=03
0,27 (0,15)

N=03
0,20 (0,05)

0,355

0,431

1,000

0,408

0,796

0,107

0,593

1,000

0,480

0,083

0,655
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Resumo

Experiéncia. A periodontite € uma doenca inflamatéria cronica induzida por microrganismos,
que pode contribuir para o desenvolvimento de varias doencas sistémicas. A transi¢do do periodonto
saudavel para o doente depende da dishiose microbiana sinérgica e da resposta imune do hospedeiro,
sendo que, neste contexto, Porphyromonas gingivalis pode ser considerado um patdgeno-chave.
Considerando o contexto da prevaléncia da periodontite no Brasil, pais de grande biodiversidade e vérias
espécies com potencial biotecnoldgico, o uso de plantas medicinais pode se tornar uma alternativa
importante para o controle desta doenca a custos mais baixos, beneficiando a populagéo

Obijetivo. Avaliar o potencial imunomodulador do extrato das folhas de Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke na periodontite.

Métodos. Os grupos de comparagdo consistiram em um grupo teste, formado por individuos
com o diagndstico de periodontite (P) e um grupo controle, com individuos sem periodontite (SP). A
producdo das citocinas nos sobrenadantes da cultura de sangue total foi quantificada utilizando-se o
método de ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Constataces e principais conclusdes. O extrato de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke (VM)
inibiu a producdo de IL-13 (p=0,002), IL-6 (p=0,000) e IFN-g (p=0,000) em comparac¢l com a producédo
basal das células (ndo estimuladas). A utilizagdo do extrato de Vatairea macrocarpa (Benth.)Ducke
juntamente com o extrato de P. gingivalis no cultivo promoveu uma redugdo nos niveis de IL-1
(p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,000), IL-10 (p=0,005) e IL-17 (p=0,003), em
relacdo as concentragOes induzidas pelo extrato de P. gingivalis isoladamente. O extrato da Vatairea
macrocarpa (Benth.)Ducke tem efeito modulador da producédo das citocinas induzidas em resposta a
presenca de antigenos de Porphyromonas gingivalis.

Palavras Chave: Citocinas, Doengas Periodontais, Plantas medicinais.

Abstract

Introduction. Periodontitis is a chronic inflammatory disease induced by microorganisms that
may contribute to the development of various systemic diseases. Since the transition from healthy to
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diseased periodontal tissues depends on synergistic microbial dysbiosis and host immune response,
Porphyromonas gingivalis can be considered a key pathogen. Considering the prevalence of
periodontitis in a country with large biodiversity of species with biotechnological potential such as
Brazil, the use of medicinal plants can become a low cost alternative to control periodontitis, benefiting
the population.

Obijective. To evaluate the immunomodulatory potential of Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke
leaf extract on periodontitis.

Methods. The comparison groups consisted of a test group, consisting of individuals diagnosed
with periodontitis (P) and a control group, with individuals without periodontitis (WP). Cytokine
production in whole blood culture supernatants was quantified using the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) method.

Considerations and conclusion. Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke (VM) extract inhibited
IL-13 (p=0,002), IL-6 (p=0,000) and IFN-g (p=0,000) production compared to basal cell production
(unstimulated). The use of Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke extract along with P. gingivalis extract
in cell cultures promoted a reduction in IL-14 (p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN- y
(p=0,000), I1L-10 (p=0,005) and IL-17 (p=0,003) levels, compared to the concentrations induced by P.
gingivalis extract alone. Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke extract has a modulating effect on the
production of induced cytokines in response to the presence of Porphyromonas gingivalis antigens.

Introduction

Periodontitis is a chronic inflammatory
disease of periodontal tissues induced by
microorganisms present in the subgingival
biofilm, which may contribute to the
development of various systemic diseases, such
as asthma (SOLEDADE-MARQUES et al.,
2018), metabolic syndrome (GOMES-FILHO et
al., 2015), cardiovascular diseases (GOMES-
FILHO et al., 2017), low birth weight (CRUZ
et al, 2009) and diabetes (GALVIS,
ZULUAGA, SALDARRIAGA, 2012). The
transition from healthy periodontal to
periodontal inflammatory disease depends on
the onset of microbial dysbiosis and the host
immune response (LUNDMARK et al., 2019),
Porphyromonas gingivalis being considered a
key microorganism (CARLOS et al., 2018).

According to SB Brasil 2010, last
national oral health epidemiological survey
conducted in Brazil, about a quarter of 12-year-
olds, a third of 15- to 19-year-olds,
approximately half of 35-44-year-olds and less
than a fifth of the elderly presented gingival
bleeding. The presence of dental calculus
increased with age, reaching the highest
prevalence among adults, approximately 64%.
Periodontal conditions in the North and
Northeast regions were worse at all ages and age
groups when compared to the other regions
(BRASIL, 2012).

The absence of adequate treatment of
periodontitis can lead to tooth loss, having
physical, biological and psychic changes as
consequences, negatively impacting the quality
of life of individuals, impairing daily activities
(PASSOS-SOARES et al., 2018).

The most important factor in
maintaining periodontal health is proper biofilm
control (DIAS, SILVA, LIMA, 2015) by
mechanical methods (brushing, flossing,
scraping and root straightening) and chemicals
such as the use of mouthwashes and antibiotics
(GONCALVES, PINTO, 2013). However, due
to resistance to conventional antibiotic therapy
and oral antiseptics (JUIZ, ALVES, BARROS,
2010). It is necessary to look for alternatives for
the development of an effective and less
aggressive chemical medium for biofilm control
(OLIVEIRA et al., 2010).

In a country with large biodiversity of
species with biotechnological potential such as
Brazil®?, the implementation of actions and
services of homeopathy, medicinal plants and
herbal medicine is contemplated by the
National ~ Policy of Integrative and
Complementary Practices in SUS (PNPIC),
approved in 2006 (BRASIL, 2006). Thus,
considering the panorama of periodontitis in the
country, the use of medicinal plants may
become can become a low cost alternative to
control (CORDEIRO et al., 2006) periodontitis,
benefiting the population (JUIZ, ALVES,
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BARROS, 2010). In this perspective, this work
aimed to evaluate the immunomodulatory
potential of Vatairea macrocarpa (Benth.)
Ducke leaf extract in periodontitis.

Material and methods
Ethical aspects

This study has been presented to Ethics
Committee in Research of the State University
of Feira de Santana (UEFS) and approved by the
opinion number 1.344.223 (2015). All research
participants signed the written
informed consent.

Selection of the research participants

The sample was composed by healthy
individuals who sought dental care in the
outpatient department of the UEFS Dentistry
course, from August 2016 to December 2018.

The exclusion criteria assessed by
anamneses and considered for this study were:
history of hypertension, diabetes, autoimmune
diseases, pregnancy, prior  periodontal
treatment, smoker, use of antibiotic and anti-
inflammatory in the previous 6 e 2 months,
respectively, before the blood collection.

The participants were divided into two
groups: test group, composed by individuals
whit periodontitis (P), and control group,
composed by individuals without periodontitis
(WP).

Sample size

For the calculation of the sample size, a
pilot study was performed for determination of
the minimum error rate and standard deviation,
for a significance level of 5% and test power of
80%, to be considered for measuring of
interleukin-6 (IL-6) produced in response to the
Vatairea macrocarpa (Benth)Ducke stimulus.
Therefore, considering the standard deviation of
1.260 pg/mL for IL-6 levels, and a minimum
error rate of 950 pg/mL, the total number of
participants for each group was 28. 10% were
added to this total, due to possible losses. The
total sample size calculated was 31 participants
with periodontitis and 31 participants without
periodontitis.

Periodontal examination

A previously trained dental surgeon
(Kappa index = 0,83 for probing depth
measurements and 0,74 for recession
/hyperplasia) was responsible for assessing the
periodontal condition of the participants. All
measurements were performed using a
Williams probe and recorded on the periogram.
During the periodontal examination, the
bleeding upon probing index, furrow depth and
gingival recession/hyperplasia were measured
and the insertion level values were obtained for
the whole oral cavity. These observations were
obtained in six different surfaces for each dental
unit (distobuccal, mesiobuccal, mid-buccal,
distolingual, mid-lingual, mesiolingual), except
for the visible plaque index which was
evaluated in only 4 surfaces (mesial, distal,
buccal and lingual).

Periodontitis diagnosis

Selected participants for P group were
diagnosed with periodontitis when meeting the
criteria of moderate or severe severity of the
disease, according to Gomes-Filho et al., 2018.
Thus, the diagnosis of periodontal was
established by the presence of at least four teeth
with at least one site with depth of probing
greater than or equal to 4 mm, loss of insertion
greater than or equal to 3 mm and bleeding upon
probing on the same site (GOMES-FILHO et
al., 2007).

Cell culture

Collection of 30mL of venous blood
was performed in vacuum tubes with heparin
for culture of whole blood cells.

Cultures were performed in laminar
flow using 2 mL of blood from each participant
onto 24-well culture plates (COSTAR, Nova
lorque, EUA). For each participant, 2 mL of
blood was placed in each well, totaling five
wells: one only with whole blood, representing
the negative control, the other with 2.5 pg/ml
Pokeweed Mitogen (PWM), as the positive
control, and the remaining three were added P.
gingivalis ATCC 33277 extract antigens (0.5
pug/mL) (TRINDADE et al., 2006), Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke extract (10 pg/mL)
or both extracts concomitantly.
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Cells were grown in a greenhouse with
5% CO? at 37°C. After 48h, the cultures were
collected from the wells and centrifuged in a
microtubes centrifuge to obtain the supernatant,
which was stored at -20°C until analysis.

Acquisition of Vatairea macrocarpa (Benth.)
Ducke leaf extract

The leaves of Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke were collected and taken to the
UEFS Laboratory of Chemistry of Natural and
Bioactive Products (LAPRON), dried at room
temperature and protected from light and then
pulverized in a knife mill. Afterwards, the
material was three consecutively extracted by
maceration with methanol. Thereafter the crude
extract was concentrated on rotary evaporators
under reduced pressure and at a temperature
between 40° and 45°C. The solvent residues
were removed by evaporation in an exhaust
hood.

Protein measurement

Aliguots of Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke leaf extract were diluted in 3%
methanol (Synth)/DMSO (Synth) and filtered
with a sterile membrane of 0.22um diameter to
obtain the protein concentration. The protein
measurement was performed using the modified
Lowry  technique, according to the
manufacturer's instructions (bC™
ProteinAssay da Biorad, CA, USA) and the
result was obtained by spectrophotometer
reading.

Evaluation of cellular cytotoxicity

To evaluate the cell viability of
Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke leaf
extract, the blood of three participants was
processed to obtain peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) (TRINDADE et
al., 2011), which were cultured under the same
conditions as the whole blood cell culture. The
extract was applied to different wells at the
following concentrations: 1 pg/mL, 5 pg/mL,
10 pg/mL and 20 pg/mL. The colorimetric test
that evaluates the conversion of MTT — [3-(4,5-
dimethylthiazol -2yl)-2,5- diphenyltetrazolium]
bromide to formazan (Sigma, St. Louis, MI,
USA) was employed following the instructions

of the manufacturer, using the wavelength of
570 nm to obtain the optical density.

Evaluation of Cytokine Production

The production of cytokines IFN-y, IL-
6, IL-10, IL-13, IL-17 (Biolegend, CA, USA)
and IL-1 B (Invitrogen,CA, USA) in
supernatants from whole blood culture was
quantified using the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) method,
according to the manufacturer’s instructions.
ELISA were performed using 96-well flat
bottom  adsorption  polystyrene  plates
(COSTAR, Coornig Life Science, Tewksbury,
MA, EUA). After signal development with
tetramethylbenzidine (TMB) and addition of
stop solution (H2SO42N), the optical density
was determined in ELISA Reader (ELx 800 -
Bio-Tek) at 450 nm.

Statistical analysis

Variables distribution of age, number of
teeth in the mouth, periodontal clinical
descriptors and cytokine concentration was
verified by  Kolmogorov-Smirnov  test.
Comparison between P and WP groups was
done by T de Student test for age, chi-square test
for gender and Mann-Whitney test for other
variables.

To compare cytokine concentrations
between stimuli employed in cell culture, the
Kruskall-Wallis test was used; For the
combination between stimulus pairs, the Mann-
Whitney test with Bonferroni correction was
used. All analyzes were performed using SPSS
v.22 software and differences were considered
statistically significant if p value <0.05.

Results

Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke
concentrate  extract showed a protein
concentration of 3.64 mg/ml. In the analysis of
cellular cytotoxicity, it was observed that the
cells remained viable when the extract was
tested at 1 pg/mL, 5 pg/mL and 10 pg/mL,
therefore the concentration of 10 pg/mL was
chosen for the experiments.

The study consisted of 58 individuals,
17 with periodontitis (P), with mean age of
43,18+11,01 years old, and 41 without
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periodontitis (WP), with mean age of
38,44+12,80 years old. Both groups, P and WP,
demonstrated homogeneity regarding the
covariates age and number of teeth present in
the mouth (Table 1), since no statistically
significant difference was observed. However,

statistically ~significant difference in the
percentage of sites with bleeding on probing
(p=0,001), percentage of sites with probing
depth > 4mm (p=0,000) and percentage of sites
with clinical insertion level > 3mm (p=0,000),
demonstrating the worst periodontal condition

Table 1: Clinical characteristics of the groups with periodontitis (P) and without periodontitis (WP), diagnosed

according to the criteria of Gomes-Filho et al., (2007).

DESCRITORES CLINICOS

Gender

Male

Female

Total

Age

Mean £SD

No of teeth

Median (1Q)

% of bleeding sites

Median (1Q)

% of sites with probing depth >4mm
Median (1Q)

% of sites with CIL >3mm
Median (1Q)

CLASSIFICACAO DA PERIODONTITE

Gomes-Filho et al, 2007

With periodontitis | Without periodontitis P
(P) (SP)
N % N %
10 58,8 10 24,4
07 65,1 31 66,7 0,012
17 100 41 100
N=17 N=41
43,18+11,01 38,44+12,80 0,165
N=17 N=41
22,00 (19,00-26,00) 24,00 (19,50-27,00) 0,450
N=17 N=41
45,65 (28,55-69,77) 9,52 (3,66-32,40) 0,001
N=17 N=41
16,66 (8,27-38,48) 0,00 (0,00-3,77) 0,000
N=17 N=41
51,85 (15,06-76,05) 7,63 (2,15-18,37) 0,000

there was no difference between the groups
regarding gender (p=0,012). There was

P: significance level < 0,05.

The cells of individuals from the WP
group cultured with Porphyromonas gingivalis
extract produced higher concentrations of IL-1p
than cells from the P group cultured under the
same conditions, with median of 1784,52 (1Q:
1,392,42-1940,97) pg/mL and 1023,18 (IQ:
133,15-1418,04) pg/mL, respectively
(p=0,007). On the other hand, higher IL-6
production was observed by P group cells
(2,624: 1Q: 1,68-2,67) co-stimulated with
Vaiterea macrocarpa e Porphyromonas
gingivalis extracts than by WP group cells
(0,211, 1Q:0,07-2,11), with  statistical
significance (p=0,013).

By comparing cytokine levels between
culture conditions, it was possible to detect
higher concentrations of IL-1p (p=0,000), IL-6

in the P group, as can be seen from table .

(p=0,000), IFN-y (p=0,000), IL-10 (p=0,004)
and IL-17 (p=0,006) in cultures of cells cultured
with Porphyromonas gingivalis extract (PG)
than from those unstimulated cells (B). Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke (VM) extract
inhibited I1L-13 (p=0,002), IL-6 (p=0,000) and
IFN-g (p=0,000) production, keeping these
levels low even when cells were co-cultured
with Vatairea macrocarpa and P. gingivalis
extracts (VM + PG).

Higher concentrations of IL-1P
(p=0,000), IL-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000),
IFN-g (p=0,000), IL-10 (p=0,003) and IL-17
(p=0,003) were produced by cells cultivated
with P. qgingivalis extract than by cells
cultivated with Vatairea macrocarpa (Benth.)
Ducke extract. In addition, the combination of
Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke and P.
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gingivalis extracts in culture promoted a to the concentrations induced by P. gingivalis

reduction in IL-1p (p=0,000), IL-13 (p=0,000), extract alone, and an increase in IL-1b levels (p
IL-6 (p=0,000), IFN- y (p=0,000), IL-10 = 0.000) compared to the use of Vatairea
(p=0,005) and IL-17 (p=0,003) levels compared macrocarpa (Benth.) Ducke extract alone.
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Figure 1: Concentration of cytokines (pg / mL) in human peripheral blood cell culture supernatant cultured without
antigen stimulation (Unstimulated cells) with pokeweed mitogen (PWM), P. gingivalis extract (PG), Vatairea
macrocarpa (Benth.) Ducke (VM) extract and with both extracts concomitantly (VM + PG). 1: interleukin 1 (IL-

1B); 2: interleukin 13 (IL-13); 3: interleukin 6 (IL-6); 4: interferon y (IFN-y); 5: interleukin 10 (IL-10) and 6:
interleukin 17 (I1L-17).
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Discussion

According to the findings in this study,
Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke extract
has the ability to inhibit in vitro production of
IL-13 and IFN-y by human peripheral blood
cells. In addition, it appears to promote down-
regulation of IL-1f, IL-13, IL-6, IFN-y, IL-10
and IL-17 production, as opposed to antigenic
stimulation by Porphyromonas gingivalis
extract, a bacterium considered key pathogen in
periodontal dysbiosis (HAJISHENGALLIS et
al., 2011), related to the onset and progression
of periodontitis (JUIZ et al., 2016).

IL-1p and IL-6 are proinflammatory
innate immunity cytokines found in large
guantities in periodontal tissues and gingival
fluid of sites with periodontitis (MENEGATI et
al., 2010; LIMA et al., 2008). They act to recruit
leukocytes to the site of infection, stimulate the
release of other inflammatory mediators, and
unbalance the RANK-RANKL-OPG axis
(SINGH et al., 2012; KWAN et al., 2004),
leading to bone resorption. Several P. gingivalis
antigens have been shown to stimulate their
production, which may partially explain the
pathogen-host interaction in the pathogenesis of
the disease. This reveals the potential of
Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke extract in
controlling periodontitis.

Although considered an
immunoregulatory cytokine, IL-10 is also
related to the response to Porphyromonas
gingivalis infection (LIU et al., 2017,
TRINDADE et al., 2012; WANG et al., 1999).
It is known that the production of this cytokine
is triggered to regulate the production of IFN-y,
characteristic of the Thl response (HERRERO
et al.,, 2003), as well as can positively or
negatively control the production of Th2 profile
cytokines, such as IL-4 and 1L-13 (KOSAKA et
al., 2011). As Porphyromonas gingivalis is a
facultative intracellular  pathogen, thus
surviving both inside and outside the cell (LI et
al., 2008), it can trigger different types of
response in the host. Consequently, there will be
a greater or lesser tissue destruction depending
on the combination of mediators produced. The
possibility of the Vatairea macrocarpa
(Benth.)Ducke extract acting on the inhibition
of cytokines of several profiles supports its use
in the management of  periodontal
inflammation.

Regarding 1L-17, cytokine signature of
the Th17 profile, it is characterized by an
intense neutrophilic response (NORMATON,
MARTI, 2013). It is worth noting that
neutrophils are the most described cells in the
pathogenesis of periodontitis, whose defective
functionality and mobility are strongly related
to the pathogenesis of the disease
(GAUDILLIERE et al., 2019). It is also
suggested that 1L-17 is involved in the bone
resorption of periodontitis (RUIZ-
GUTIERREZ et al., 2014). These
considerations may suggest that the TH17
profile can be induced in periodontitis and that
its regulation is necessary for the return to tissue
homeostasis.

Vatairea macrocarpa (Benth.) Ducke
belongs to the family Leguminosae (or
Fabaceae). It is a native savanna tree and widely
distributed throughout the Brazilian territory,
popularly used in individuals with diabetes
(SANTOS et al., 2016). Vatairea macrocarpa
(Benth.) Ducke has antimicrobial
(VALADARES, 2017; MATOS et al., 1988),
antiulcerogenic  (JESUS et al., 2007),
hypoglycemic (OLIVEIRA et al., 2008)
properties, however studies that have evaluated
its biological properties continue to be scarce,
mainly related to inflammatory and infectious
conditions of the mouth.

Thus, important aspects about the
administration of this extract, such as the
vehicle, the ideal concentration to be employed
and its side effects are not yet known. In this
study, the cytotoxicity of the extract at 1 pug/mL,
5 wg/mL, 10 pg/mL and 20 pug/mL
concentrations  was  tested in  vitro,
demonstrating low aggressiveness to host cells.
The concentration of 10ug/mL was chosen for
antigenic stimulation and cytokine
concentration determination, as it was also
tested in a previous pilot study with Artemia
salina (data not show), being the highest non-
cytotoxic rate found. In addition, lower
concentrations could not guarantee the
antigenic  stimulation needed for the
evaluations.

It is important to note that the
stimulation of the peripheral blood cells was
performed in vitro, which makes it difficult to
extrapolate the results. Another important
limitation was the small sample size, which may
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have interfered with the power of the analysis
and, consequently, the results of the
comparisons intergroup.

However, it is important to note that
there were no studies that investigated the
regulation of the production of cytokines by L.
alnifolia extract, mainly in the context of
periodontal infection by Porphyromonas
gingivalis. Thus, efforts should be made to
investigate the biological properties of this
extract in vivo to determine whether this extract
may be a used in the adjuvant treatment of
periodontitis.

Conclusion

The Vatairea macrocarpa (Benth.)
Ducke extract regulates the production of
cytokines produced in response to the presence
of Porphyromonas gingivalis antigens.
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Abstract

Background. Periodontitis is multifactorial disease, initiated by a synergistic and
dysbiotic subgingival biofilm. If it is not properly treated, tooth loss may occur,
generating negative repercussions on the individuals' quality of life. Considering the
adjuvant role of chemical control of biofilm, medicinal plants can represent a source of
effective and accessible treatment for the population.

Obijectives. To evaluate the immunomodulatory potential of the leaf extract of
Lippia alnifolia Mart. & Schauer on periodontitis.

Methods. A test group was composed by individuals with periodontitis (P) and a
control group, with individuals without periodontitis (SP). Cytokine production in
supernatants from whole blood culture was quantified using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA).

Findings and main conclusions. L. alnifolia Mart. & Schauer (LA) inhibited the
production of IL-13 (p = 0.024), IL-6 (p = 0.000) and IFN-g (p = 0.000). This inhibition
was maintained even when P. gingivalis extract was added to the culture (LA + PG), with
levels still reduced compared to unstimulated cells at IL-13 (p = 0.003), IL-6 (p = 0.000)
and IFN-g (p = 0.000). The extract of Lippia alnifolia Mart. & Schauer regulates the
production of cytokines produced in response to the presence of Porphyromonas
gingivalis antigens.

Keywords: Cytokines, Periodontal Diseases, Plants, Medicinal.
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Introduction

Periodontitis is a multifactorial disease in which bacterial factors, environmental
and host immune responses are involved®. It begins with a biofilm consisting of a
synergistic and dysbiotic microbial community. Some bacteria, denominated "key
pathogens”, are found in low amounts, but have an effect on throughout the community,
being critical for the development of dysbiosis. The best example is Porphyromonas
gingivalis®.

Presenting a high worldwide prevalence, periodontitis is the leading cause of
dental loss in adults®. Due to methodological heterogeneity existing in current studies,
conclusions about the incidence and global prevalence of periodontitis cannot be
consolidated®. In Brazil, according to an epidemiologic survey conducted in 2010, the
prevalence of periodontal disease among adults is 15,3% for “moderate to severe” and
5,8% for and “severe” condition, with significant variations between municipalities and
regions. Male write adults in advanced age, on low income and schooling are more likely
to develop into investigated periodontal conditions®).

In cases in which the proper treatment is not performed, tooth loss may occur.
Thus, there are negative impacts over the quality of life of the individual, jeopardizing
performance in daily activities. The daily routine is affected by speech difficulties,
difficulties in chewing and behavior changes with implications on the self-esteem and
social skills®.

Considering the high prevalence of the periodontal diseases ahead of the existence
of the National Policy for Integrative and Complementary Practices in the Single Health
System (PNPIC), published in the Ordinance no. 971 of 3 May 2006 and no. 1600 of 17
July 2006(7), researches of new alternatives for periodontitis control may significantly

impact oral health public policies.
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It is well known that medicinal plants are an important therapeutic resources in
the treatment of several diseases, including oral diseases(8). In a countryrich in
biodiversity such as Brazil, medical plants represents a potential source of effective and
affordable treatment(9). In this perspective, the present study aimed to evaluate the
immunomodulatory potencial of Lippia alnifolia Mart. & Schauer leaf extract on
periodontitis.

Material and methods
Ethical aspects

The Project was approved by the Ethics Committee in Research of the State
University of Feira de Santana (UEFS), presenting the opinion number 1.344.223 (2015).
The consent forms obtained from the individuals who participated in the study were
written in clear and accessible terms about the procedures used and their purposes.
Selection of the research participants

The sample was composed by healthy individuals who sought dental care in the

outpatient department of the UEFS Dentistry course, from August 2016 to December
2018, and with at least four teeth in their mouth. The exclusion criteria assessed by
anamneses and considered for this study were: history of hypertension, diabetes,
autoimmune diseases, pregnancy, prior periodontal treatment, smoking habit use of
antibiotic and anti-inflammatory in the previous 6 e 2 months, respectively, before the
blood collection.

Individuals were divided into two groups: test group, composed of individuals
with periodontitis (P), and control group, composed of individuals without periodontitis

(WP).
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Sample size

To evaluation of the immunomodulatory effect of Lippia alnifolia extract on the
chronic periodontitis, was proposed an experimental study in peripheral blood cells of the
participants. For the calculation of the sample size, a pilot study was performed for
determination of the minimum error rate and standard deviation, for a significance level
of 5% and test power of 80%. Therefore, considering the standard deviation of 1.260
pg/mL for IL-6 levels, and a minimum error rate of 950 pg/mL, the total number of
participants for each group was 28. 10% were added to this total, due to possible losses.
The total sample size calculated was 31 participants with periodontitis and 31 participants
without periodontitis.

Researcher calibration for periodontal examination

Due to its high degree of subjectivity of oral diseases, the examiners calibration is
crucial for uniformity of diagnosis?.

The evaluation of periodontal condition was performed by a dentist, previously
trained. The results obtained during the calibration process were compared whit results
obtained by a Doctor in Periodontics, considered as the gold standard.

The concordance of the clinical measures was calculated by Kappa index,
obtaining an inter-examiner agreement value of 0.83 and 0.74, for the measures of depth
of probing and recession, respectively.

Periodontal examination

During the periodontal examination, the bleeding upon probing index, probing
depth and gingival recession/hyperplasia were measured and the insertion level values
were obtained for the whole oral cavity. These observations were obtained in six different
surfaces for each tooth (distobuccal, mesiobuccal, mid-buccal, distolingual, mid-lingual,

mesiolingual), except for the visible plaque index which was evaluated in only four
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surfaces (mesial, distal, buccal and lingual). All measurements were performed using a
Williams probe and recorded on the periogram.
Periodontitis diagnosis

The diagnosis of periodontal was established by the presence of at least four teeth
with at least one site with depth of probing greater than or equal to 4 mm, loss of insertion
greater than or equal to 3 mm and bleeding upon probing on the same site?,

Cell culture

Collection of 30mL of venous blood was performed of blood in heparin vacuum
tubes for culture of whole blood cells.

Cultures were performed in laminar flow using 2 mL of blood from each
participant onto 24-well culture plates (COSTAR, Nova lorque, EUA). The cells were
cultivated either with 0,5 pg/mL of the immunogenic extract of P. gingivalis ATCC
33277 3, or 10 pg/mL of the Lippia alnifolia Mart. & Schauer extract, or both stimulo,
ou com ambos os estimulos, concomitantly. For the negative control, whole blood was
used without stimulus, and 2.5 pug/ml of Pokeweed (PWM) was used as negative control.

Cells were grown in a greenhouse with 5% CO? at 37°C. After 48h, the cultures
were collected from the wells and centrifuged in a microtubes centrifuge to obtain the
supernatant, which was stored at -20°C until the analysis.

Acquisition of leaf extract of Lippia alnifolia Mart. & Schauer

The leaves of Lippia alnifolia Mart. & Schauer were collected and taken to the
UEFS Laboratory of Chemistry of Natural and Bioactive Products (LAPRON), dried at
room temperature and protected from light and then pulverized in a knife mill.
Afterwards, the material was three consecutively extracted by maceration with methanol.

Thereafter the crude extract was concentrated on rotary evaporators under reduced
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pressure and at a temperature between 40° and 45°C. The solvent residues were removed
by evaporation in an exhaust hood.
Protein measurement

Aliquots of leaf extract of Lippia alnifolia Mart. & Schauer were diluted in 3%
methanol (Synth)/DMSO (Synth) and filtered with a sterile membrane of 0.22um
diameter to obtain the protein concentration. The protein measurement was performed
using the modified Lowry technique, according to the manufacturer's instructions (DC™
ProteinAssay da Biorad, CA, USA) and the result was obtained by spectrophotometer
reading.
Evaluation of cellular cytotoxicity

To evaluate the cell viability of leaf extract of Lippia alnifolia Mart. & Schauer,
the blood of three participants was processed to obtain peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs)™®), which were cultured under the same conditions as the whole blood cell
culture. The extract was applied to different wells at the following concentrations: 1
pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL and 20 pg/mL. The colorimetric test that evaluates the
conversion of MTT — [3-(4,5- dimethylthiazol -2yl)-2,5- diphenyltetrazolium] bromide to
formazan (Sigma, St. Louis, MI, USA) was employed following the instructions of the
manufacturer, using the wavelength of 570 nm to obtain the optical density.
Evaluation of Cytokine Production

The production of cytokines IFN-y, 1L-6, IL-10, IL-13, IL-17 (Biolegend, CA,
USA) and IL-1 B (Invitrogen,CA, USA) in supernatants from whole blood culture was
quantified using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method, according to
the manufacturer’s instructions.

After 48 hours of culture, in presence of PWM (2.5 pg/mL); of the antigen, extract

of P. gingivalis (0.5 pg/mL); Lippia alnifolia extract (10 ug/mL) and Lippia alnifolia
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extract (10 pg/mL) in addition to the extract of P. gingivalis (0.5 ug/mL) the cytokines
were measured by enzyme immunoassay using commercially available kits. ELISA were
performed using 96-well flat bottom adsorption polystyrene plates (COSTAR, Coornig
Life Science, Tewksbury, MA, EUA). All steps were performed according to the
manufacturer's instructions. After signal development with tetramethylbenzidine (TMB)
and addition of stop solution (H2SO42N), the optical density was determined in ELISA
Reader (ELx 800 - Bio-Tek) at 450 nm.
Statistical analysis

Initially, a descriptive analysis of the clinical characteristics of the individuals was
carried out to characterize the study groups. Then, the distribution of data referring to the
main variables of the study was verified using the chi-square test for categorical variables
or with the Kolmogorov-Smirnov test for continuous variables.

The comparisons between the stimuli were made with the Kruskall-Wallis test,
and between-groups was done with the Mann-Whitney test. Differences were considered

statistically significant if values of p <0.05.

Results
Clinical descriptors

The concentrated extract of Lippia alnifolia demonstrated a protein concentration
of 453 mg/ml. In the analysis of cellular cytotoxicity, it was observed that the cells
remained viable at 1 ug/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL and 20 pg/mL extract concentration.
The extract concentration of 10 ug/mL was chosen for the experiments.

58 individuals were selected to participate in the study, of which 17 comprised the
group with periodontitis (P), and 41 the one without periodontitis (WP). The mean

standard deviation of age was 43,18+11,01 for P group, and 38,44+12,80 for WP group.
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The evaluation of the clinical data investigated, demonstrated in table 01, showed that
both groups were homogeneous regarding to age (p=0,165) and number of teeth present
in the mouth (p=0,450). Nevertheless, a statistically significant difference was observed
between the groups regarding to gender (p=0,012). As for the periodontal clinical
descriptors, there was a statistically significant difference in the percentage of sites with
SS (p=0,001), probing depth > 4mm (p=0,000) and clinical attachment level (CAL) >
3mm (p=0,000), ratifying the worst condition in the group with the diagnosis of
periodontitis.
Cytokines

We could notice that there was no statistically significant difference between IL-
1B, IL-13, IFN-y, IL-6 and IL-10 levels in the culture supernatant in either of the two
groups. There wasn’t sufficient sample in the P group for comparison in IL-17 levels.

Observing the production of cytokines by human cells independently of the
periodontal condition (figure 1) it could be verify that the cells cultured with the extract
of Porphyromonas gingivalis (Pg) produced higher levels of IL-1p (p=0,000), 1L-6
(p=0,000), IFN-y (p=0,000), IL-10 (p=0,004) and IL-17 (p=0,006) than the non-
stimulated cells (B), whereas L. alnifolia extract (LA) inhibited 1L-13 (p=0,024), IL-6
(p=0,000) and IFN-g (p=0,000) production. This inhibition was remained even with the
addition of the P. gingivalis extract to the culture (LA + PG), with still reduced levels of
IL-13 (p=0,003), IL-6 (p=0,000) and IFN-g (p=0,000) compared to unstimulated cells.
Cells cultured with P. gingivalis extract induced higher concentrations of IL-1b
(p=0,000), IL-13 (p=0,002), I1L-6 (p=0,000), IFN-g (p=0,003), IL-10 (p=0,001) and IL-
17 (p=0,003) than those that cultivated only with L. alnifolia extract. Whereas, when
compared with concentrations induced by P. gingivalis extract alone, the presence of the

L. alnifolia extract in conjunction with the P. gingivalis extract decreased IL-1p
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(p=0,000), 1L-13 (p=0,000), IL-6 (p=0,000), IFN-g (p=0,000), IL-10 (p=0,001) and IL-
17 (p=0,003) production. The combination of the extracts resulted in IL-1b levels greater

than those observed with the use of the L. alnifolia extract separately.

Discussion

According to the findings of this study, the L. alnifolia Mart. & Schauer extract is
able to inhibit the in vitro production of IL-13 and IFN-y by human peripheral blood cells.
Furthermore, the L. alnifolia Mart. & Schauer extract seem to promote downregulation
of IL-1p, IL-13, IL-6, IFN-y, IL-10 e IL-17 production, in opposition to the antigen
stimulation by the extract of Porphyromonas gingivalis, a key pathogen in periodontal
dyshiosis¥, related to the onset and progression of periodontitis®.

IL-1pB and IL-6 are proinflammatory cytokines of innate immunity found in high
amounts in periodontal tissues and in the gingival fluid of sites with periodontitis ‘617,
They act in the recruitment of leukocytes to the site of infection, stimulation of the release
of other inflammatory mediators, and unbalance the RANK-RANKL-OPG axis 819,
leading to bone resorption. Several antigens of P. gingivalis have demonstrated the
capacity to stimulate IL-1p and IL-6 production, which may partially explain the
pathogen-host interaction in the pathogenesis of the disease. This reveals the potential of
the Lippia alnifolia Mart & Schauer extract in the control of periodontitis.

Although considered an immunoregulatory cytokine, IL-10 is also related to the
response to infection by Porphyromonas gingivalis ?. It is known that the production of
this cytokine is triggered to regulate the production of IFN-y, characteristic of Thl
response ?V, as well as may influence the production of Th2 profile cytokines, such as

IL-4 and IL-13??. As Porphyromonas gingivalis is a facultative intracellular pathogen,

thus surviving both inside and outside the cell ®®, can trigger different types of response
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in the host. Consequently, there will be a greater or lesser tissue destruction depending on
the combination of mediators produced. The possibility of the Lippia alnifolia extract
acting on the inhibition of cytokines of several profiles supports its use in the management
of periodontal inflammation.

Regarding IL-17, cytokine signature of the Th17 profile, it is characterized by an
intense neutrophilic response®¥. It is worth noting that neutrophils are the most described
cells in the pathogenesis of periodontitis, whose defective functionality and mobility are
strongly related to the pathogenesis of the disease®?. It is also suggested that 1L-17 is
involved in the bone resorption of periodontitis®®. These considerations may suggest that
the TH17 profile can be induced in periodontitis and that its regulation is necessary for
the return to tissue homeostasis.

The plants of the genus Lippia are shrubs belonging to the family Verbenaceae®”,
and are use as antiseptics, as well as in the treatment of infectious diseases®?, including
disorders of the oral cavity®®. Lippia alnifolia has antiseptic and antimicrobial
properties®®, antitussive and expectorant®, however studies that have evaluated its
biological properties continue to be scarce, mainly related to inflammatory and infectious
conditions of the mouth.

Thus, important aspects about the administration of this extract, such as the
vehicle, the ideal concentration to be employed and its side effects are not yet known. In
this study, the cytotoxicity of the extract at 1 ug/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL and 20 pg/mL
concentrations was tested in vitro, demonstrating low aggressiveness to host cells. The
concentration of 10ug / mL was chosen for antigenic stimulation and cytokine
concentration determination, as it was also tested in a previous pilot study with Artemia
salina (data not show), being the highest non-cytotoxic rate found. In addition, lower

concentrations could not guarantee the antigenic stimulation needed for the evaluations.
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It is important to note that the stimulation of the peripheral blood cells was
performed in vitro, which makes it difficult to extrapolate the results. Another important
limitation was the small sample size, which may have interfered with the power of the
analysis and, consequently, the results of the comparisons intergroup.

However, it is important to note that there were no studies that investigated the
regulation of the production of cytokines by L. alnifolia extract, mainly in the context of
periodontal infection by Porphyromonas gingivalis. In this regard, efforts should be made
to investigate the biological properties of this extract in vivo to determine whether this

extract may be a tool in the adjuvant treatment of periodontitis.

Conclusion
The Lippia alnifolia Mart. & Schauer extract regulates the production of cytokines

produced in response to the presence of Porphyromonas gingivalis antigens.
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Table 1: Clinical characteristics of the groups with periodontitis (P) and without periodontitis (WP),
diagnosed according to the criteria of Gomes-Filho et al. (2007).

CLINICAL PARAMETERS

Gender
Male

Female

Total

Age

Mean £SD

Number of teeth

Median (1Q)

% sites with bleeding
Median (1Q)

% sites with probing depth >4mm
Median (1Q)

% sites with CAL > 3mm

Median (IQ)

CLASSIFICATION OF PERIODONTITIS
Gomes-Filho et al, 2007

With periodontitis

(P)

N %
10 58,8
07 65,1
17 100

N=17
43,18+11,01
N=17

22,00 (19,00-26,00)
N=17

45,65 (28,55-69,77)
N=17

16,66 (8,27-38,48)
N=17

51,85 (15,06-76,05)

Without
periodontitis
(WP)

N %
10 24,4

31 66,7
41 100
N= 41
38,44+12,80
N= 41
24,00 (19,50-27,00)
N= 41
9,52 (3,66-32,40)
N= 41
0,00 (0,00-3,77)
N= 41

7,63 (2,15-18,37)

0,012

0,165

0,450

0,001

0,000

0,000
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Figure 1: Concentration of cytokines (pg/mL) in culture supernatant of human peripheral blood cells
cultured without antigenic stimulation (Unstimulated Cells), with Pokeweed mitogen (PWM), with extract
of P. gingivalis (PG), with extract of Lippia alnifolia (LA) and with both extracts concomitantly (LA +

PG). A: interleukin 1B (IL-1p); B: interleukin 13 (IL-13); C: interleukin 6 (IL-6); D: interferon y (IFN-y);
E: interleukin 10 (IL-10) and F: interleukin 17 (IL-17).
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