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RESUMO

BENSO B. Estudo do efeito da Malva sylvestris em fibroblastos estimulados
com LPS. [Dissertacdo] Mestrado em Clinica Integrada Ponta Grossa: Universidade
Estadual de Ponta Grossa; 2012.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um biomonitoramento do extrato
hidroalcoolico da Malva sylvestris (EHM), avaliar o perfil fitoquimico além do efeito
do extrato hidroalcoolico da planta sobre a liberacdo de IL-13, TNF-a, NO induzido
por LPS e por fim, verificar possiveis efeitos toxicol6gicos do extrato. A atividade das
varias formas extratoras (Soxhlet, Maceracao, Turbdlise e Infusdo) foram testadas
através do modelo de edema de orelha em camundongos induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA) e posteriormente avaliado qual concentragcéo
etandlica apresentou maior atividade anti-edematogénica. As analises de ESI-MS e
LC-ESI-MS foram realizadas para explorar os ions representativos dos padrdes de
malvidin 3-glucosideo, quercetina e escopoletina. Em ensaio in vitro fibroblastos
provenientes do banco de células, linhagem 3T3, foram cultivados em meio de
cultura completo Dulbecco Mem (DMEM). As células foram analisadas para testes
experimentais apos quatro passagens. A estimulacdo com LPS em fibroblastos 3T3
ocasionou um aumento na producdo de Oxido Nitrico liberado no sobrenadante de
cultura de células, para quantificacdo de 6xido nitrico foi utilizado o método baseado
no uso de sonda fluorogénica (DAF-FM DA). Apés sensibilizagcdo com LPS, a
liberacdo de, IL-1B e TNF-a foram quantificadas, e posteriormente foram avaliadas
separadamente através do método de ELISA. Para o ensaio de identificacdo de
substancias com atividade genotoxica foi utilizado o Ensaio do Cometa através da
técnica de eletroforese em microgel.Os resultados demonstraram que as trés formas
extratoras na maior dose testada (3.0 ug/ml) do (EHM) foram capazes de reduzir o
edema de orelha em 44- 46% e que o extrato da malva na concentracdo etanodlica
de 100% alcancou maior inibicdo (50,69%).Nos ensaios in vitro, o tratamento com o
extrato hidroalcoéolico foi capaz de impedir a formacdo de Oxido Nitrico em 80 + 14%
na maior concentracdo utilizada em comparacdo ao grupo Controle, e a
concentragcéo de 1,0 pg/ml foi capaz de inibir 86 + 2% os niveis de IL-1B. Os niveis
de TNF — a foram reduzidos em 84 + 4%. O (EHM) obtido pelo método de
maceracdo na concentracdo de 100% sugere o potencial anti-inflamatorio por via
topica em modelo de inflamacéo de pele, em avaliagdo em cultura de células sugere
a interferéncia do extrato nas citocinas IL-18 e TNF—a, 0 que gera necessidade de
outras metodologias a fim de investigar o mecanismo celular e molecular sobre a
qgual a planta exerce o efeito anti-inflamatério.

Palavras-chave : Malva sylvestris. Doenca periodontal. Inflamacgéo.



ABSTRACT

BENSO B. Study of the effect of Malva sylvestris in fibroblasts stimulated with
LPS. [Dissertation] MA in Integrated Clinical Practice: State University of Ponta
Grossa, 2012.

The objective of this study was to develop biomonitoring of the hydroalcoholic
extract of Malva sylvestris to evaluate the phytochemical profile beyond the effect of
the hydroalcoholic extract of the plant on the release of IL-13, TNF-a, LPS-induced
nitric oxide, and finally, to assess possible toxicological effects of the extract. The
activity of the various forms of extraction (soxhlet, maceration, turbolise and infusion)
were tested using the ear edema model in mice, induced by 12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) and subsequently evaluated to determine
which ethanol concentration presented the most anti-edematous activity. ESI-MS and
LC-ESI-MS analyses were performed to exploit the ions that were representative of
patterns of malvidin 3-glucoside, quercetin and scopoletin. Using in vitro tests,
fibroblasts from the stock cell line 3T3 were grown in Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM). The cells were analyzed by experimental tests after four passages.
Stimulation with LPS in 3T3 fibroblasts resulted in an increased production of nitric
oxide released in the cell culture supernatant. A method based on the use of
fluorogenic probe (DAF-FM DA) was used to quantify the amount of nitric oxide. After
sensitization with LPS, the release of IL-13 and TNF-a were measured, and
subsequently separately evaluated by ELISA. To identify substances with genotoxic
activity the Comet test was employed, using the technique of electrophoresis on
microgel. The results demonstrated that at the highest dose tested (3.0 pg/ml), the
three forms of extraction were able to reduce ear edema by 44-46% and that the
extract of Malva sylvestris in 100% ethanol concentration reached a higher inhibition
(50.69%). In the in vitro tests, the treatment with hydroalcoholic extract was able to
prevent the formation of nitric oxide by 80 + 14% at the highest concentration used, in
comparison to the control group, and the concentration of 1.0 ug/ml was able to
inhibit 86 = 2% levels of IL-1B. The levels of TNF-a were reduced by 84 + 4%. The
hydroalcoholic extract obtained by maceration at 100% concentration suggests an
anti-inflammatory potential when used topically in a skin inflammation model. In
assessing cell culture it suggests the interference of the extract on the IL-1B and
TNF-a cytokines. This creates the need for further methods to investigate the cellular
and molecular mechanisms on which the plant has an anti-inflammatory effect.

Keywords : Malva sylvestris. Periodontal disease. Inflammation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 Fotomicrografias de folhas secas de M. sylvestris 39
comparativas com dados das monografias farmacopéias.......



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Média do Escore no ensaio de cometa em cultura de células 48
3T3, os experimentos foram realizados em triplicata (n =



Gréfico 1

Gréfico 2

Grafico 3

Gréfico 4

Grafico 5

Grafico 6

Grafico 7

Grafico 8

Grafico 9

LISTA DE GRAFICOS

Efeito dos diferentes métodos extratores e dexametasona
(Dexa) administrado topicamente na inducdo do edema de
OrelNa POF TPA ...

Efeito dos diferentes métodos extratores da M. sylvestris e
dexametasona (Dexa) administrado topicamente na inducao
do edema de orelha por TPA. ...

Efeito dos diferentes extratos e dexametasona (Dexa)
administrado topicamente na inducéo do edema de orelha por

Efeito dos diferentes extratos da M. sylvestris e
dexametasona (Dexa) administrado topicamente na inducao
do edema de orelha por TPA. ...

LC-ESI-MS a analise do extrato hidroalcodlico (EHM) de M.
sylvestris, de modo positivo: (A) cromatogramas do EHM nao
perfurantes, (B) em espectro de massa........ccccceeeeeveeeviiinieeennnns

Viabilidade celular (média e desvio-padrdo) avaliada pelo
MELOAO MT T .. e e

Grupos experimentais e as médias das classes de danos no
DNA CelUIAT......ccoiiii e

Efeito do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris e adicionado
a fibroblastos 3T3 na producao Oxido Nitrico, estimulados por

Efeito do extrato hidroalcoolico de M. sylvestris e
dexametasona (Dexa) adicionado a fibroblastos 3T3 na
producéo de IL-13 (A) e TNF — a (B) estimulados por LPS.....

41

41

42

43

45

46

49

50

51



2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.2.5
2.3
2.4
2.5
251
2.5.2
2.5.3

4.1.
4.2.
421
4.3
4.4
4.5
4.6.
4.7

4.7.1
4.8
4.8.1

4.9
4.10
411

5.1
5.2
5.2.1
5.2.2

5.3
5.4

SUMARIO

INTRODUGAO. ... .ottt ettt 14
REVISAO DE LITERATURA. .....ooiiieeeee et eeeeeeeee s 17
O BIOFILME DENTAL...cu e 17
RESPOSTA INFLAMATORIA AO BIOFILME DENTAL.................. 18
O] (o101 o = TSRS 19
(@) (o3 N L1 g eTc TR 20
FIBrobIastOS......uuii 21
(@153 (=0 Tod F= 1] (0 1 USSR 21
Degradacao da matriz extracelular..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeen 22
PERIODONTITE. ....utiittiiiiieees e e e e e e e eeeeeee et s s e e e e e e e e e e eeeaaaeannnes 22
MODULA(;AO DA RESPOSTA INFLAMATORIA.......cooeeeeveree. 24
e O I o A ] P 24
MaIVa SYIVESIIIS. ..o 26
Atividade BiolOgICa......cccceeeeeeeeiieieeeeece e 27
Constituintes fitoqQUIMICOS..........ooiiiiiiee e 27
OBUIETIVOS. ... e 29
MATERIAL E METODOS.......ccoiitiiitiieieeieiens esievesiesesiee e 30
MATERIAL BOTANICO......ooiiiieiiee ettt 30
PREPARO DO EXTRATO ... e 30
ANAIISE LC-MS......ooeere e e e e e e e e 31
ANIMALS .o e 31
AVALIACAO DO EDEMA DE ORELHA........c.cocoieiieieceeeee e 32
EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICA(;AO DE TPA...... 33
FIBROBLASTOS.....coieeeeeiittiis s et n e e e e e e aeeeees 33
VERIFICACAO DE CITOTOXICIDADE.......c.coveeieiririieeeee e 34
ENSAio dO MT T ... e aaaes 34
VERIFICACAO DE GENOTOXICIDADE........c.ccoveviiiieiece e 34
= 7= 1ol o [0 I @0 1 1= - VP 34
QUANTIFICACAO DE NO.....coiiieeieeceeceeece e 36
QUANTIFICAQAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS.........ccoveereirnnn 37
ANALISE ESTATISTICA ...ooioieoieee et 37
RESULTADOS. ...ttt et e ee e e e e e e e e e e ee s 38
CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL BOTANICO............ 38
AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EXTRATO......ccoveveeirireereeeens 40
Avaliacao do MEtodo eXIrator...........ccceiviiiiiiiieeeiiiiiie e 40
Avaliacdo da concentracdo etanodlica para extragao...................... 42
PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO......iiiieeeeeeeeeeeee e, 44

VERIFICACAO DE CITOTOXICIDADE.......cocooteveeeeeeeeeeeeeeenes 46



54.1 ENSAIO 0O MT T .o 46

5.5 VERIFICACAO DA GENOTOXICIDADE........cccoiviririeeaene, 47
551 ENSQI0 0O COMBLA. ..euieeeeeeee ettt ee e e e e e e ea e eeneenns 47
5.6 QUANTIFICACAO DE NO.....cooiiiieeieeeeeeeee e, 50
5.7 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS.........ccoveveevannne, 51
6 DISCUSSAD. ...ttt et e e e e e e e e reae e e, 52
7 CONCLUSOES . ... oot ettt et 58

REFERENCIAS ... 59



1 INTRODUCAO

Os levantamentos epidemiolégicos conduzidos a nivel nacional em

1986, 1996 e 2004, comprovam a sensivel melhora nas condi¢fes de saude bucal
nas criangas, por outro lado, os adultos e idosos confrontam um resultado de
praticas odontolégicas restritivas. Em 2003, o indice CPOD (numero de dentes:
cariados, perdidos, obturados) era 20,13 o que representa 65,7% de perda dentaria
na populacgéo (Brasil' 2003). Uma das principais doencas responsaveis pelo indice
apresentado € a doenca periodontal que tem como fator etiolégico o biofilme dental
(Azarpazhooh et al.? 2010 ).

A periodontite é uma doenca inflamatéria crénica causada por um
grupo de bactérias, principalmente gram-negativas anaerdbias, que colonizam a
area subgengival e podem levar a destruicdo dos tecidos que suportam os dentes, e
em casos mais graves a perda do elemento dental (Heller et al.® 1997, Bodet et al.*
2008, Park et al.”° 2009). Essas bactérias, na grande maioria Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Bacteroides forsythus;
inseridas num biofilme, ficam protegidas, de certa forma, dos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Embora sejam responsaveis pelo inicio do processo, esses
microorganismos sado insuficientes para causar a doenca, sendo essencial a
presenca de um hospedeiro susceptivel (Heller et al.> 1997, Page, Kornman® 1997).

O tratamento de tal doenca estd diretamente ligado ao fator de
viruléncia dos microrganismos que se estabelecem nos processos de saude e
doenca. Desta maneira, as terapias devem ser direcionadas para o controle desses
microrganismos. A raspagem e o0 alisamento radicular (RAR) é uma terapia
inespecifica que tem capacidade de alterar microbiologicamente o ambiente
subgengival e proporcionar resultados clinicos positivos. Todavia, tais resultados
nao persistem em longo prazo que se deve a recolonizacéo dos sitios tratados pelas
bactérias remanescentes da regido subgengival, ou por agentes bacterianos
provenientes da regido supragengival (Faveri et al.” 2006, Haffajee et al.® 1997,
Cugini et al.® 2000, Cobb® 2002).

As tentativas de intervir e impedir uma reacdo inflamatéria
exuberante nos tecidos tem tradicionalmente envolvido o uso de agentes

farmacoldgicos, como anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES), que antagonizam



15

vias pré-inflamatérias e/ou sinalizadoras (Van Dyke' 2008). Em contrapartida a
agentes farmacoldgicos, produtos naturais estdo sendo amplamente utilizados pela
populacdo em geral e incentivados pelo sistema publico de saude devido sua
eficacia e facilidade de aquisicdo pela populacdo em geral (Fernandes Junior et al.*?
2006).

O uso de plantas e/ou os seus produtos com intuito de tratar de
diversas doencas € conhecida como fitoterapia, que é considerada uma parte da
medicina tradicional ou popular (El Ghaoui et al.*® 2008). Durante séculos, as plantas
foram Unica fonte para solugdo de enfermidades para diferentes grupos étnicos,
sendo usada hoje em dia como parte da medicina tradicional para tratar, aliviar ou
prevenir muitas doencas (Kaileh et al.** 2007).

Entre as plantas usadas na medicina popular, Malva sylvestris
(Malvaceae) se destaca pela variedade de usos sendo relatados desde 3000 aC. Os
estudos arqueologicos mostraram a existéncia de calculo dentario em fbsseis
humanos da regido da Siria, onde as sementes de M. sylvestris foram encontradas.
Concluiu-se que o consumo desta planta € de longa data tanto por ser comestivel e
por suas possiveis propriedades medicinais (Henry, Piperno™ 2008).

Atualmente, a M. sylvestris ainda demonstra a sua importancia como
alimento e para fins terapéuticos. Varios estudos tém demonstrado importantes
propriedades farmacologicas atribuidas a M. sylvestris, principalmente
antiulcerogénica, antioxidante, antitumoral e no processo de reparo tecidual
(DellaGreca'® 2009, Conforti et al.}” 2008; Chiclana et al.'® 2009; Daniela et al.*®
2007, Tomoda et al.®® 1989, Barros, Carvalho, Ferreira®* 2010). Além disso, a
atividade anti-inflamatéria € amplamente conhecida e classicamente indicada para o
tratamento bucal (Quave et a.”* 2008, Sleiman, Daher®® 2009). Entre os
componentes fitoquimicos relacionados se destacam aos efeitos farmacoldgicos
levantam-se alguns flavondides e mucilagens apresentados nas folhas e flores
(Billeter Meier, Sticher ?* 1991, Pourrat , Texier , Barthomeuf®® 1990, Classen,
Blaschek® 2002).

A realizacdo de estudos com o objetivo de analisar as propriedades
biologicas da M. sylvestris, podem contribuir para torna-la um agente potencial para
tratamento/prevencdo de doencas de origem odontoldgica, especialmente as de

origem inflamatéria como gengivites e doencas periodontais. Por isso, 0 objetivo do



16

presente trabalho: avaliar a atividade a anti-inflamatoria do extrato hidroalcoolico de

Malva sylvestris.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O BIOFILME DENTAL

Os dentes fornecem um ambiente favoravel para a colonizacdo de
microorganismos, isso porque, podem se conectar as superficies solidas e agregar
em uma matriz polimérica hidratada sua propria sintese para formar uma camada
viscosa e escorregadia chamada biofilme (Saito et al.?’ 2010, Haffaje, Socranski®®
2005).

O processo de desenvolvimento da placa ocorre em trés etapas.
Apos a formacdo de uma pelicula, microorganismos pioneiros se aderem a ela,
proliferam e formam colbnias. A fase final desse processo envolve a agregacéo de
organismos filamentosos e espiroquetas em um biofilme coeso. Muitos produtos da
placa bacteriana podem chegar ao tecido subepitelial causando reacbes
inflamatorias através de mecanismos como aumento da vascularizacéo e diapedese
de leucécitos. A formacgéo da placa podera correr tanto supra como sugengivalmente
e sofrer uma mineralizagéo, o calculo (Bemmimoulin® 2003).

A placa cervical associada ao dente apresenta dominancia de
bastonetes e cocos gram-positivos, incluindo S. mitis, S. sanguis, A. viscosus, A.
naeslundii e espécies Eubacterium. Nas por¢cdes mais profundas da bolsa
periodontal o numero de microorganismos filamentosos torna-se menor e a
microbiota é dominada por organismos menores, sem uma orientacdo particular.
Estudos indicam uma predominancia em regiées mais profundas de espécies como:
Streptococus intermedius, Peptostreptococus micros, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermédia, Tannarella forsythia e Fusobacterium nuleatum. Células
teciduais do hospedeiro também podem ser encontradas nesta regido. Algumas
vezes, sao encontradas bactérias dentro dos tecidos do hospedeiro como nos
tecidos moles e nos tibulos dentinarios (Carranza et al.*® 2007, Haffaje, Socranski®®
2005).

Um equilibrio dindmico existe entre a placa bacteriana dental e o
sistema de defesa inato do hospedeiro. A placa dental bacteriana tem estratégias de
sobrevivéncia adaptativa que favorecem seu crescimento no meio, enquanto que o

hospedeiro normalmente limita o crescimento por uma combinacdo das respostas
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imune inata e adaptativa. Esta interacdo ndo € um processo casual, mas representa

uma interacéo altamente evoluida entre a bactéria e o hospedeiro (Darveau®! 2010).

2.2 A RESPOSTA INFLAMATORIA AO BIOFILME DENTAL

Ha um equilibrio dindmico entre a placa dental bacteriana e o
sistema de defesa do hospedeiro. As bactérias da placa dental possuem estratégias
de sobrevivéncia que favorecem o crescimento na superficie dentaria, enquanto o
organismo procurar limitar o crescimento por meio de uma combinacgéo de respostas
imunologicas (inata e adaptativa). As bactérias liberam antigenos como
lipopolissacarideos (LPS) que o organismo reconhece com estranho e desencadeia
uma série de sinalizag6es intracelulares como parte do sistema de defesa. Porém,
em certas condicfes em que h4 uma aquisicdo de novas espécies e um desiquilibrio
na resposta do hospedeiro, as bactérias podem causar inflamacdo destrutiva aos
tecidos (Daveau® 2010). Em particular, o LPS de Actinomycemtcomitans
Agregatibacter € o principal agente etiolégico da doencga periodontal agressiva
localizada acredita-se estar envolvido no processo de degradagdo do tecido
conjuntivo (Bodet, Chandad, Grenier®? 2007).

Bactérias do tipo gram-negativas sdo constituidas por endotoxinas,
os LPS, que lhes fornece propriedade patogénica e fator de viruléncia para o
hospedeiro. Os LPS sdo macromoléculas que devido a falta de dominio celular
associam-se com a proteina CD14, o complexo LPS-CD14 associa-se e ativa o
receptor da proteina o Tool-like (TLR-4), que estimula um grande numero de sinais
intracelulares, entre os quais, a ativacdo da fosfolipase A (Fort et al.®* 1985, Lima et
al.** 2010), ativacdo da fosfolipase C e aumento da concentracdo intracelular de
célcio (Waga et al.*®> 1993), aumento na atividade de tirosina quinase (Han et al.*
1993), p42/p44 (Weinstein et al.3” 1992), e p38 (Lee et al.®® 1994). A ativacdo de
algumas ou de varias destas proteinas leva ao aumento da producéo e liberacéo,
pelas células, de mediadores inflamatérios tais como: prostaglandinas (PGs), 6xido
nitrico (NO) e interleucinas (ILs) (Lee et al.*® 1994, Bodet, Chandad, Grenier*? 2007,
Gutiérrez-Venegas et al.>* 2006).

Os produtos bacterianos presentes no sulco gengival provocam uma

resposta inflamatoria de tal forma, a causar alteragBes vasculares e celulares em
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resposta aos microorganismos. A liberacdo de histamina, cininas, componentes do
complemento, prostaglandinas, fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e IFN
(interferon)-y provocam alteracfes na microcirculacdo e, principalmente, aumento da
permeabilidade vascular resultando no aumento do fluxo do fluido gengival. Células
inflamatorias, tais como: leucdcitos, macrofagos, mastocitos e linfécitos estdo no

tecido do periodontal (Henderson, Poole, Wilson “° 1996, Jorge et al.** 1998).
2.2.1 Citocinas

As citocinas séo proteinas sollveis que, coletivamente servem como
mediadores da funcédo das células e sdo produzidas por varios tipos celulares tais
como: estruturais e células inflamatérias, além de apresentar papel no mecanismo
da homeostase do tecido e também na patogénese de muitas doencas infecciosas
(Okada, Murakami* 1998).

O primeiro evento a ocorrer no inicio da doenca periodontal e da
gengivite € uma alteracdo vascular de pequenos vasos no epitélio juncional. As
aminas vasoativas e as prostaglandinas causam uma dilatacdo nos vasos e as
células endoteliais sdo induzidas pelos componentes bacterianos e citocinas para
expressar a molécula de adesdo intercelular em suas superficies (Page,
Schoroeder*® 1976). Fatores complementares de ativacéo, leucotrienos, fator de
necrose tumoral induzem os polimorfonucleares e os mondcitos a expressar adesao
molecular por meio do qual as células aderem ao endotélio e migram para o tecido
conjuntivo. A permeabilidade vascular torna-se muito maior, resultando na
passagem de grande parte dos componentes do sangue para o tecido conjuntivo
(Marlin, Springer** 1987). Apesar dos componentes e produtos da placa bacteriana
desencadear esses eventos, mediadores inflamatorios incluindo citocinas e produtos
do acido araquidbnico, do sistema complemento, e proteases plasmaticas
perpetuam e ampliam o processo. A soma de todos os eventos se manifesta
clinicamente como inflamacdo aguda e cronica (Lindhe, Helldén*® 1972, Page*®
1991).

O equilibrio entre a formacdo Ossea e a reabsor¢cdo Ossea em
doencas inflamatérias € muitas vezes interrompido. No processo de patogénese da
doenca periodontal tem sido sugerido que a citocina IL-1 desempenha papel

fundamental se tornando um componente critico para a homeostase dos tecidos
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periodontais. Algumas funcbes podem ser destacadas para IL-1: aumento da
reabsorcdo 6ssea, estimulacdo da producdo de metaloproteinases, estimulagdo de
ativadores plasmaticos estimulacdo na sintese de proteinas (Okada, Murami®?
1998).

Estudo in vitro evidenciou que a IL-18 é significativamente mais
potente do que qualquer IL-1 e TNF-a exercendo papel mediador sobre o o0sso, ela
possui a mesma funcdo bioldgica que a IL-1-a e as duas formas se ligam a
interleucina por meio de um receptor encontrado também no TNF-a que estimula a
reabsorcao e inibem a formagéo 6ssea (Alexander, Darmoulis®’ 1994).

A terapia anticitocinas na doenca periodontal envolve principalmente
TNF-a, IL-1B e IL-6, por serem essenciais no inicio da reacéo inflamatoria imune
onde s&o produzidas por periodos prolongados na doenca inflamatéria (Waykole*
2009). As mesmas citocinas também sdo cruciais na inducédo da resposta de fase
aguda, que é parte integrante da nossa defesa inata contra microorganismos
infectantes. Citocinas ndo tem inerentes, por exemplo, atividade enzimética e
produzem seus efeitos bioldégicos apenas quando eles se ligam as suas
especificidades, de alta afinidade a receptores na superficie das células alvo,
induzindo intra-especificas vias de sinalizacdo celular, e, eventualmente, resultando

na ligacdo de um conjunto particular de genes (Henderson,Poole, Wilson*® 1996).

2.2.2 Oxido Nitrico

O O6xido nitrico é um radical livre que apresenta complexo
mecanismo tanto em condi¢cdo de saude como de doenca. Esta estabelecido que o
NO é essencial em um amplo espectro de eventos intra e extracelulares e presente
na grande variedade de tecidos, além da implicacdo em numerosas doencas como
inflamatérias e autoimunes (Kendall, Marshall, Bartold*® 2001).

NO tem papel importante no mecanismo da vasodilatagcéo,
estimulacdo de citocinas, regulacdo da funcdo de tecidos mineralizados,
neurotransmissao, e a agregacao plaquetéaria, no entanto, em condi¢cdes patoldgicas
o 6xido nitrico tem efeitos prejudiciais. E uma molécula sintetizada pela NO sintase
(NOS) e induzivel pela INOS esta intimamente relacionada com as caracteristicas
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fisiopatoldgicas das doencas inflamatérias, como as doengas periodontais (Ugar-
Cankal, Osmeric® 2006).

De acordo com a literatura, a formacédo de NO pode ser interferida
pelos estimulos inflamatérios que podem levar a uma maior sintese do mesmo e
ainda interferir na progressdo da doenca periodontal (Kendall, Marshall, Bartold*°
2001, Matejka et al. >* 1998).

2.2.3 Fibroblastos

Os fibroblastos gengivais € o tipo de célula predominante no tecido
conjuntivo periodontal. Eles produzem componentes da matriz extracelular e
enzimas para a degradacdo da matriz que levou a doenca periodontal inflamatoria.
Estudos in vitro demonstraram que os fibroblastos obtidos de tecido periodontal
inflamado e saudavel diferem de tamanho e forma das células, a taxa proliferativa, a
producdo de colageno e a expressao dos fatores de crescimento (Irwin, Schor,
Ferguson®? 1991). Em locais como o biofilme dental e nas bolsas periodontais ha
uma colonizacdo de periodontopatdégenos, entre eles, a Porphyromonas gingivalis
que € o principal agente etiolégico da periodontite crénica. Esses microorganismos
possuem fatores de viruléncia que causam a destruicdo do tecido periodontal, a
exemplo, a secregcdo e ativacdo de metaloproteinases como: MMP-2 e MMP-9
(Yanti, Hwang>® 2010).

2.2.4 Osteoclastos

Uma vez que o0s processos imune e inflamatério sdo iniciados,
diferentes moléculas inflamatérias, incluindo proteases, metaloproteinases, citocinas,
prostaglandinas e enzimas do hospedeiro sdo liberadas dos leucdcitos, dos
fibroblastos ou das células estruturais dos tecidos. As proteases tendem a romper a
estrutura do colageno dos tecidos criando, assim, incursfes para uma posterior
infiltracdo leucocitaria. Embora a producdo de colagenase pelos neutréfilos
infiltrantes seja parte da resposta natural do hospedeiro a infeccdo, existe um

equilibrio entre o nivel de MMPs histodestrutivas e os seus inibidores endégenos na
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doenca periodontal e em outras doencas inflamatérias (Kornman, Page, Tonetti®
1997).

A medida que a doenca periodontal progride, as fibras colagenas e a
fixacdo conjuntiva aos dentes sdo destruidas, além disso, osteoclastos ativados
iniciam a destruicdo 6ssea. Fatores estimulatorios como a alta secrec¢do de citocinas
r do tipo IL-1,fator de necrose tumoral a, e o fator estimulador das colbnias de
macrofagos (M-CSF) que € produzido pelas células do estroma da medula 0ssea,
monocitos e células T séo reguladores fundamentais nesse processo. A
osteoprotegerina (OPG) age como um receptor que impede que o RANKL se ligue
ao seu receptor RANK nas células precursoras e ha controle insuficiente da
osteoclastogénese (Carranza et al.*° 2007, Kornman, Page, Tonetti®* 1997, Adrian,
Grenier, Rouabhia® 2004).

2.2.5 Degradacédo da matriz extracelular

A degradacdo da matriz extracelular durante a inflamacéo
periodontal € um processo de varias fases que envolvem varias enzimas
proteoliticas. Diferentes tipos celulares do tecido periodontal produzem matriz
metaloproteinases (colagenases, estromelisinas, gelatinases, metaloproteinases
tipo-membrana), ativador de plasminogénio, catepsinas e elastases (Birkedal-
Hansen®® 1993; Suomalainen et al.>’ 1989). Em resposta & bactérias e citocinas
inflamatorias, fibroblastos, células epiteliais juncionais, osteoblastos/osteoclastos,
macrofagos e leucécitos polimorfonucleares liberam proteinases que estao
envolvidas na defesa contra microorganismos, mas, a0 mesmo tempo, contribuem
para a destruicéo do tecido periodontal pela degradacao da matriz extracelular e dos
componentes da membrana basal (Birkedal-Hansen® 1993, Heath et al.”® 1982;

Salonen et al.>® 1991, Sorsa et al.®® 1988, Pollanen et al.®* 2003).

2.3 PERIODONTITE

A doenca periodontal é caracterizada por um processo inflamatério
que conduz a uma perda de insercao induzida por microrganismos presentes na

superfice dental e sulco gengival/bolsa periodontal associado a condi¢ées imuno-
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inflamatorias do individuo e quando nao tratada pode levar a perda do dente
(DeSanctis,Murphy®? 2000, Park et al.® 2009).

O tratamento de tal doenca esta voltado ao fator de viruléncia, aos
microrganismos que se estabelecem nos processos de saude e doenca, desta
maneira, as terapias devem ser direcionadas para o0 controle desses
microorganismos. Embora seja indiscutivel o papel do biofilme bacteriano na
etiologia das doencas periodontais, a severidade e a progressao destas doencas
sdo, também, determinadas por fatores relacionados a resposta do hospedeiro
(Seymour, Heasmam® 1988).

Em todo o curso da doenca periodontal existe um aumento de 80%
de microrganismos gram-negativos que colonizam o sulco gengival formando placa
subgengival; entre as bactérias presentes sao encontradas Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans e Bacteroides forsythus (Gutiérrez-
Venegaz et al.*® 2006). Estas bactérias periodontopatogénicas produzem fatores de
viruléncia (LPS e peptidoglicano), que induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatérias pelo hospedeiro (Ara et al.®* 2009).

A alta secrecdo continua de citocinas como interleucina (IL-18, IL-6,
IL-8) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), bem como de prostaglandina E2 (PGE2)
pelas células hospedeiras, seguidas de estimulagéo por periodontopatdogenos e seus
produtos, € um determinante critico da destruicdo do tecido periodontal (Okada,
Murakami et al.*? 1998, Birkedal-Hansen®® 1993, Bodet Chandad , Grenier et al.®®
2007).

Alguns fatores como diabetes mellitus, tabagismo e estresse, bem
como caracteristicas geneticamente transmitidas como o polimorfismo do gene de
IL-1 sdo considerados de risco por acentuar reposta inflamatéria do hospedeiro
frente a microbiota local e, eventualmente, a uma maior suscetibilidade a instalagédo
do processo de doenca (Kornman, Di Giovane®’ 1998, Salvi, Beck, Offenbacker et
al.?® 1998, Kiname, Chestnutt®® 2000, Albandar’ 2002, Salvi, Lang’* 2005).
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2.4 MODULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA

A intervencdo na doencga periodontal pode incluir a partir da década
de 90 a terapia modulatéria do hospedeiro (TMH) como uma das opc¢des adjuntivas
de tratamento. O termo adjuntivo significa “em adicéo as terapias convencionais” ou
em adi¢cdo a outras terapias estabelecidas. Inicialmente as terapias associadas ao
tratamento convencional envolvem unicamente antimicrobianos, como o uso de anti-
sépticos e antibiéticos (Golub Golub, Suomalainen, Sorsa’ 1992).

Alguns agentes moduladores tém sido estudados como
coadjuvantes da terapia periodontal ndo cirargica. Dentre eles, ant-iinflamatérios
sisttmico e topicos, sub-doses de doxiciina e o uso de bifosfonatos. Os
antiinflamatérios sdo bloqueadores da inflamacdo e da dor. A doxicilina, um
antimicrobiano em sub-doses atua como inibidora de metaloproteinases sendo a
Gnica terapia aprovada e indicada para complemento na terapia convencional de
raspagem e alisamento radicular em casos de periodontite crénica (Bartold, Cantley,
Haynes’ 2010).

Antiinflamatoérios ndo esteroidais ndo sao utilizados comumente no
tratamento e prevencdo da periodontite, particularmente em razdo dos efeitos
colaterais dessas drogas (desconforto, Ulceras gastrintestinais e insuficiéncia renal),
guando administrados sistemicamente e por longos periodos, 0s quais poderiam ser
mais severos do que a propria doenca a ser tratada (Seymour, Heasman®® 1988,
Gurgel et al.”* 2004). Por séculos, 6leos essenciais e outros produtos derivados de
plantas tém sido utilizados no controle da inflamacdo oral e subsequente dor
associada com doencas periodontais (Shapiro, Meier, Guggenheim’ 1994, Tipton,

Hamman, Dabbous et al.”® 2006).

2.5 FITOTERAPIA

O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento
fitoquimico, farmacoldgico e principalmente toxicoldgico é de grande preocupacéo
para a saude. Isto acontece com a maioria das espécies vegetais consumidas pela

populacdo. A identificacdo correta destas espécies, sua forma de uso, posologia e
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controle de qualidade também constituem questdes a serem resolvidas (Billeter,
Meier, Sticher®* 1991).

As plantas medicinais vém sendo propagadas de geracdao em
geracdo e descritas nas diversas farmacopéias. A partir do desenvolvimento da
quimica organica, tornou-se possivel obter substancias puras por meio do
isolamento de principios ativos de plantas, entre elas, a digoxina e a morfina,
resultando em desinteresse pela pesquisa de substancias de origem vegetal
(Turolla, Nascimento’’ 2006).

E considerado fitoterapico, de acordo com a legislacdo sanitaria
brasileira, o0 medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (Brasil’®
2004).

A partir das plantas € possivel obter uma grande variedade de
polissacarideos que irdo atuar por meio da atividade estimulante do sistema imune
do individuo. Pectinas acidas e arabinogalactanos foram relatadas para aumentar a
fagocitose, ativar o sistema complemento, induzir a producado de TNF-a, melhorar a
proliferacdo de linfocitos e induzir a maturacdo de células dendriticas. Outros
autores relataram outras propriedades presentes nas plantas podendo ser citadas as
atividades antitumoral, antibacteriana e antiviral (Cao, Sun’® 1998).

Limitados estudos clinicos e in vitro sugerem que os produtos
vegetais podem reduzir a inflamacao periodontal e ser efetivos contra bactérias
patogénicas que causam periodontite (Cao, Sun’® 1998, Tipton, Hamman, Dabbous
et al.”® 2006).

Diversas plantas sao citadas na literatura com possiveis
propriedades farmacoldgicas de importancia clinica, dentre elas, a planta Malva
sylvestris L que € uma erva mucilaginosa e levemente adstringente é citada na
literatura etnofarmacolégica como medicacdo capaz de suavizar a irritacdo dos
tecidos e reduzir inflamacdes e, além disso, € empregada na forma de bochechos e
gargarejos contra inflamacdes e afecces da boca e da garganta (Lorenzi,Matos®
2002, Ogura et al.®! 1994, Watanabe et al.®? 1996, Gutiérrez-Venegas et al.*® 2006).
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2.5.1 Malva sylvestris

Malva sylvestris L. € uma planta herbacea, bianual ou perene, ereta
ou decumbente, com ramos de casca fibrosa. Tem 40-70 cm de altura. Suas folhas
sdo simples com nervacdo palmada, de margens lobadas e irregularmente
serreadas, revestidas de pelos asperos, de 7-15 cm de comprimento. As flores séo
vistosas, de cor purpura ou varios tons de rosea, dispostas solitariamente nas axilas
foliares. Os frutos s&o aquénios discéides (Lorenzi, Matos® 2002).

Conhecida como Malva, é nativa na Europa, Norte da Africa e Asia,
usualmente cultivada no sul do Brasil e o uso tradicional tem sido documentado h&a
muito tempo atras, além de poucas relevancias clinicas terem sido relatadas. Os
gregos e Romanos usavam a malva com finalidade emoliente e laxativa e muitas
pesquisas etnobotanicas foram conduzidas na Europa visando o potencial dos
recursos locais (Novais et al.®> 2004, Barros, Carvalho, Ferreira®* 2010, Ferreira et
al.2®2006) .

Entre as plantas usadas na medicina tradicional a M. sylvestris
demonstra ter uma variedade de uso reportado desde 3000 A.C. O pressuposto de
gque o uso da planta é de longa data se confirma por estudos arqueoldgicos
realizados na regido da Siria ondem foram encontrados em célculo humano a
presenca de M. sylvestris (Henry, Piperno® 2008).

Diversos estudos tém atribuidos significantes propriedades
farmacoldgicas a M. sylvestris, como antiulcerogénica, antioxidante, anticancer e no
reparo tecidual. As partes mais significantes para atividade biolégica sédo as flores e
as folhas. Doencas respiratorias também séo tratadas pelas partes aéreas e raizes
da M. sylvestris. Neste caso a decocgédo e a infusdo sdo muito usadas contra a
tosse, laringite e faringite além de ser efetiva em casos de bronquite (Passalacqua,
Guarrera, De Fine®” 2006).

No entanto, a atividade anti-inflamatéria é extensamente e
relacionada para o tratamento de doencas bucais (Guarrera, Forti, Marignoli®® 2005,
Ishtiaq et al.®® 2007). As folhas, flores e as partes aéreas tém sido extensamente
conhecidas e usadas de forma interna e tdpica como anti-inflamatorio contra
afeccbes como gengivites, abscessos e dores de origem dentaria (Scherrer, Motti,
Weckerle®® 2005, Conforti et al.'” 2008, El Beyrouthi®* et al. 2008, Pollio et al.?”* 2008,
Idolo, Motti, Mazzoleni®® 2010).
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M. sylvestris tem sido descrita como efetiva no tratamento
inflamatério e situacbes de dor. Na forma de formulagbes topicas foram
demonstradas significantes propriedades anti-inflamatérias em edema de
camundongos e ratos. Além do mais uma inibicdo de (60%) das condicdes
inflamatorias foram alcancadas em concentracdes de 100 mg/kg corporeo e relatado
como consideravel efeito nociceptivo (>60%)(Sleimam, Daher®* 2009).

2.5.2 Atividade Biolégica

A atividade biologica da Malva pode ser atribuida aos
antioxidantes, tais como: polifendis, vitamina C, vitamina E, vitamina D e outros
fitoquimicos importantes. Os polifendis sdo metabdlitos secundarios e amplamente
distribuidos em plantas e alimentos de origem vegetal. Os beneficios proporcionados
a saude devido as acoes: vasodilatadora, anti-inflamatorias, anticancerogénica,
antiviral e antibacteriana originados do efeito antioxidativo destes fitoquimicos, que
sdo baseados em sua capacidade de limpar os diferentes radicais livres levando a
protecdo de moléculas biol6gicas contra a oxidacdo (Rackova et al.*® 2009).

Entre todos os antioxidantes presentes nas células vegetais, a
vitamina C (acido ascorbico) que desempenha um papel relevante no controle da
homeostase reativa do oxigénio (ROS) por meio de reacdes enzimatica e nao

enzimatica (Locato et al.®’ 2009).

2.5.3 Constituintes fitoquimicos

Muitos estudos tém sido conduzidos de diferentes partes da
planta envolvendo o isolamento, identificacdo e quantificacdo dos compostos
quimicos. Neste contexto, derivados de aminoacidos/proteinas, acucares,
mucilagens, fendis, enzimas, cumarinas, &cidos graxos e flavonéides foram isolados
a partir do: caule, folhas, flores, frutas e sementes. Também foram isolados
vitaminas, compostos radioecoldgicos, pigmento e elementos quimicos foram
isolados e descritos na literatura (Billeter, Meier, Sticher®* 1991, Pourrat, Texier,
Barthomeuf® 1990).
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A andlise fitoquimica da planta registrou a presenca de 10-20% de
mucilagem, acompanhada de menores quantidades de caroteno e vitaminas C.
Também foram encontrados antocianosidos (7%) (malvésido e malvina), taninos,
flavondides sulfatados, acidos fendlicos e sais minerais. As mucilagens descritas
como acgdo protetora das mucosas além da agdo emoliente, mucolitica e laxante
(Lorenzi, Matos® 2002).

Os antocianosidos e os flavonoides sao responsaveis pela acéao anti-
inflamatoria. Informacdes sobre a ocorréncia de flavonéides nas espécies da familia
M. sylvestris sdo restritas. No entanto, apesar de poucas serem as informacoes, a
planta é constituida de grandes concentracdes de flavondide em varias partes da
mesma. Em um estudo envolvendo o potencial nutracéutico, o total de flavonoides
encontrados foram de 210.8, 46.6, 25.4 e 143.4 mg/g de extrato em folhas, flores,
frutos imaturos e hastes de flores, respectivamente (Barros, Carvalho, Ferreira®*
2010).

A variedade de antociandsidos presente nas flores da malva é muito
grande, por isso para quantificar esses metabdlitos foram utilizadas a
espectrofotometria e a cromatografia (HPLC). Em um estudo conduzido por Pourrat,
Texier, Barthomeuf?® (1990), o total de antocianésidos contidos variou de 6.08 a
7.3% da massa inicial de matéria seca.



3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalham foram:

- Desenvolver o biomonitoramento do extrato hidroalcoolico da M.

sylvestris nas concentracdes de 80, 90 e 100% e posterior escolha do extrato;
- Analisar o perfil fitoquimico da Malva sylvestris;

- Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris em
fibroblastos (Linhagem 3T3) sobre a liberacdo de IL-1B, TNF-a, NO induzida por
LPS;

- Verificar a toxicidade do extrato da M. sylvestris sobre fibroblastos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BOTANICO

O material vegetal fornecido por Quimer Ervas Medicinais e
Especiarias (S&o Paulo - Brasil), estabilizada e rasurada. Dados gerais do material
podem ser obtidos por meio do certificado de analises do fornecedor: insumo- malva
padrdao importada; parte utilizada - folhas e caules. O extrato hidroalcodlico
preparado pelo professor Moacir Pizzolatti do departamento de Quimica da

Universidade Federal de Santa Catarina, a partir das folhas secas da M. sylvestris.

4.2. PREPARO DO EXTRATO

As folhas de M. sylvestris (3 kg) foram submetidas a extracao por
maceracao exaustiva com EtOH ( EtOH 100%), a temperatura ambiente, durante
uma semana. O extrato obtido foi filtrado e concentrado em rotavapor sob pressao
reduzida, a 50 °C, até 1/3 de seu volume inicial. O extrato hidroalcéolico foi mantido
em repouso por alguns dias a 4 °C. Em seguida foi realizada uma filtracdo para
separar o residuo solido do restante do extrato. O protocolo de extracdo foi adaptado
de Pourrat, Texier, Barthomeuf?® (1990) et al.®® ,Billeter, Meier, Sticher®® (1991) e
Cutillo et al.*® 2006.

O extrato solido e o restante (residuo) foram obtidos pela filtragdo do
extrato, mostrando um rendimento de 43(g) (20.92%) e 157.60g (76.69%),
respectivamente. Para analise de HPLC-MS, uma solugéo de estoque do extrato cru
preparada em metanol na concentragdo de 65,55 mg/ml. A solu¢cdo de trabalho
contendo malvidina 3-glucosideo, quercertina e escopoletina foram obtidas diluindo
uma solucdo de estoque com agua-acetonitrada (50:50, v/v), resultando em uma
concentracdo final de 10ug/mL para malvidina 3-glucosideo e 5ug/ml para
guercetina e escopoletina. Todas as solu¢gdes foram acondicionadas em temperatura
a -40°C. Estas solugbes foram filtradas a 0.45 um em membrana de PVDF
(Millipore).
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4.2.1 Analise LC-MS

A andlise do extrato hidroalcéolico foi conduzida com Agilent
HPLC System modelo 1100 (Wilmingtn, DE, USA) consistindo de um quaternério
G1311A, G1379A degaseificador, uma coluna G1316A aquecida e conectada em
um modelo 2777, obtido a partir da Waters Corporation. Este sistema foi obtido pelo
Espectofotdmetro Triplo Quadruplo LC-MS/MS, equipado com eletrospray ionizado
(ESI). O sistema HPLC foi operado usando um gradiente de condi¢cdes em XBridge
c18 (10 mm x 4,6 mm, I.D., 5 mM de particulas tamanho) coluna de guarda. A fase
movel consistiu de agua com férmico 0,05% acido ou 5 formiato de amdénio mM
(canal A) e acetonitrila com 0,05% férmico. Acido ou 5 formiato de aménio mM
(canal B) em um gradiente de diluicAo comecou a partir 95% para 70% B por 30 min,
70% a 60% B por 10 min, 60% a 95% para B 10 min. A vazé&o foi mantida em 0,450
ml / min e injecdo de 20 mL. Aquisicdo de dados foi realizada com Workstation MS
pela analise do 1.4.2(ABI / Sciex). A sonda ionizada turbo (ESI) no modo positivo e
negativo foram utilizadAs para estes experimentos. Os parametros de fonte de ions
foram: ESI modo positivo — potencial (DP): 25 V; Cortina de gas (CUR): 10; spray
ionizado de tenséao (IS): 5500 V; nebulizador de gas (GS1): 45; de gas do aquecedor
turbo (GS2): 45 e temperatura: 400°C. O nitrogénio usado como cortina, e
nebulizador aquecedor a gas turbo foi produzido por um gerador de nitrogénio de
alta pureza (PEAK Instrumentos cientificos, Chicago, IL).

4.3 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos
Swiss (25-35 g) provenientes e mantidos no Biotério Central do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR, em temperatura de 22 + 2 <C, respeitando uma fase
clara/escura de 12 horas, com livre acesso a agua e racdo. Antes do inicio dos
experimentos os animais foram mantidos no laboratorio por um periodo de pelo
menos 1 hora para adaptacdo, ndo sendo estes animais reutilizados em testes
posteriores. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientacdes para
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0s cuidados com animais de laboratdrios. O presente projeto foi submetido a
avaliacdo do comité de ética em experimentagdo animal do Setor de Ciéncias

Biologicas da UFPR, sob o numero 399.

4.4 AVALIACAO DO EDEMA DE ORELHA

O modelo animal escolhido para estudar o processo inflamatorio
cutaneo foi a indugéo de edema na orelha de camundongos por ser este um modelo
gue consiste num método rapido e simples e requer pouca quantidade de
substancias além permite resultados reprodutiveis. No que diz respeito a sua
aplicacdo farmacolégica, este modelo induzido por diferentes agentes, onde
permitem uma variedade de modelos de inflamagédo cutanea apropriados para a
avaliacdo tanto topica como sistémica de agentes sintéticos, extratos de plantas,
bem como substancias isoladas de planta (Gabor® 2000; Winyard'® 2003).

Este modelo foi empregado com o objetivo de verificar inicialmente a
formacao de edema que foi induzido por aplicacéo topica de TPA, o que auxiliou na
identificacdo de qual melhor extrato e também qual melhor forma extratora. O edema
de orelha foi expresso como o aumento da espessura da orelha dos camundongos
em pm. A espessura foi medida antes e apds a indugcdo do processo inflamatorio
utilizando um micrémetro digital (Great MT-04513). A medida foi realizada proxima a
extremidade medial da orelha e registrando a sua espessura através da diferenca
entre a primeira medida (basal) e a medida final (apés 6horas) apds a inducao do
processo inflamatério. Para minimizar variagcbes de medida na técnica, 0s
experimentos foram realizados por um unico experimentador. Os diferentes extratos
(concentracdes etandlicas de 80, 90 e 100% e nas doses 0,1; 0,3; 1,0; 3,0 mg/
orelha) o controle positivo Dexametasona (0,05 mg/orelha ) e o agente flogistico
TPA (0,025 mg) foram dissolvidos em 0,02 mL de acetona e aplicados na orelha

direita de camundongos de forma tépica.
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4.5 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO DE TPA

Um dos constituintes ativos do oOleo de croton é o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). A aplicacdo topica de ésteres de forbol, como
o TPA, induz inflamagé&o na pele e respostas hiperproliferativas (quando aplicado de
forma crbnica) nos animais, assemelhando-se sob muitos aspectos aos sinais de
algumas doencas de pele como a psoriase (Gabor®® 2000). O edema foi induzido
pela aplicacdo topica de TPA (0,25 mg) na orelha direita de camundongos sobre um
volume de 20 pl. As diferentes formas extratoras e os diferentes extratos etandlicos,
da M. sylvestris e a dexametasona (utilizada como controle positivo) foram aplicados
topicamente seguindo o mesmo procedimento logo apos a aplicacdo do TPA. A
variacdo da espessura da orelha foi avaliada 6 horas ap0s a aplicacdo do agente
flogistico (TPA) ( Young™ et al. 1984).

4.6 FIBROBLASTOS

Fibroblastos provenientes do banco de células do Rio de Janeiro
linhagem 3T3, foram cultivados em meio de cultura completo Dulbecco Mem
(DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético, a 37°C e CO; a 5%
até subconfluéncia. Ap6s atingirem subconfluéncia, a cultura foi repicada
ressuspendendo as células com o uso de tripsina e passadas da garrafa para placa.
As células foram analisadas para testes experimentais apds quatro passagens. O

protocolo foi adaptado de Keila et al.'®? (2004).
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4.7 VERIFICACAO DE CITOTOXICIDADE

4.7.1 Ensaio do MTT

O ensaio é baseado na capacidade das enzimas desidrogenases
mitocondriais celulares em converter o substrato amarelo e solivel em agua MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] no produto azul-escuro
Formazan, insolivel em agua (Doyle,Griffiths'®® 1998). Ap6s incubacéo de 24 horas
das células, em placa de 96 pocos, com de extrato hidroalcoolico de M. sylvestris
diluido em meio de cultivo com apenas 1% de soro fetal bovino, numa variacao de
concentracdo de 0,01 a 10pg/mL, este meio foi retirado e feito uma lavagem com
PBS (Tampao Fosfato de Sddio). Apds lavagem, foi adicionado meio com 1% de
soro fetal bovino contendo o corante MTT (0,5 mg/mL). As células foram incubadas
durante 3 horas (37°C), tempo necessario para a reducao do corante. Em seguida o
meio foi retirado cuidadosamente e adicionados 200ul de etanol P.A. em cada poco
para solubilizacdo do Formazan. A placa foi agitada durante 5 minutos e a
absorbancia correspondente foi medida no leitor de placas a 570 nm. A absorbancia
das células nao tratadas foi considerada como 100% de viabilidade celular (Silva et
al.'®* 2004).

4.8 VERIFICACAO DE GENOTOXICIDADE

4.8.1 Ensaio do Cometa

O ensaio mais utilizado para identificacdo de substancias com
atividade genotodxica através da deteccdo de DNA danificado € o Ensaio do Cometa
ou Single-Cell Gel (SCG) (Tice et al.'®® 2000). O método foi primeiramente

introduzido por Ostling e Johanson'®

(1984), por meio da técnica de eletroforese em
microgel. Uma versdo modificada foi publicada por Singh et al. em 1988, usando

condi¢cbes alcalinas com o intuito de combinar gel de eletroforese com microscopia
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de fluorescéncia para visualizar migracdo de fragmentos de DNA de células
individuais embebidas em agarose. Em 1990, a modificacdo do método original de

Ostling, Johanson'®

(1984) foi introduzida e denominada Ensaio do Cometa devido
& aparéncia do DNA de uma célula individual apés o ensaio (Olive et al.’*’ 1989). A
cabeca do cometa contém DNA de alto peso molecular e a cauda do cometa contém
os fragmentos migrados, mensurados em tempo real de imagens digitalizadas
usando software desenvolvido para este propoésito (Olive *°’ 1989, Olive,Banath,
Durand'® 1990). As células foram cultivadas em placas de Petri com densidade de
1.0 x 10° células/placa. Apés 24 horas de incubacdo, cada uma das placas
receberam um tratamento diferente e foram novamente incubadas: 1) Controle
negativo (somente células) 2) Controle Positivo (H,O, 100 uM) 3) Controle Positivo
(H20, 125 uM) 4) Teste do Extrato 0,3ug/ml 5) Teste do Extrato 1ug/ml 6) Teste do
Extrato 3 ug/ml (Coura'® 2004); 6) Meio DMEM. As células foram lavadas com PBS
e em seguida aplicada Tripsina para posterior transferéncia para tubo Falcon onde
foram centrifugadas por 4 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento (pellet) ressuspendido em 0,125 ml de meio DMEM (Coura’®® 2004). O
meio esteve gelado para minimizar agregacgao celular e inibir reparo de DNA (Olive,
Banath'® 1990). Em microtubo foram misturados 0,01 ml de suspens&o celular com
0,120 ml de agarose de baixo ponto de fusado e, a mistura, depositada sobre lamina
coberta com agarose. As laminas foram cobertas com laminulas e deixadas em
refrigerador por 10 minutos. ApoOs este tempo, as laminulas foram gentiimente
retiradas, e as laminas, colocadas em solucdo de lise overnight. As laminas foram
transferidas para cuba horizontal e cobertas com tampé&o de eletroforese, onde
permaneceram por 30 minutos para desnaturacdo do DNA. Entéo, foi realizada a
eletroforese com a cuba mergulhada em gelo a 25V/ 300mA por 25 minutos. Apds o
processo de eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com
tampdao de neutralizagéo (3 vezes de 5 minutos cada). As laminas foram inclinadas
até secagem, fixadas em etanol por 5 minutos e deixadas secar novamente; foram
coradas no momento da analise adicionou-se 25uL da solucédo de uso de brometo
de etideo. Foram analisados 100 nucledides por lamina classificando-os em dano
Grau 0, 1, 2, 3 ou 4. O Ensaio do Cometa-procedimento que foi realizado no escuro
(Olive,Banath® 2006 ).

As células foram visualmente pontuadas de acordo com o

comprimento da cauda em cinco classes: (1) Classe 0: sem danos, sem cauda; (2)
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classe 1: com a cauda mais curta do que o didametro da cabeca (nucleo), (3) a classe
2: com a cauda 1-2 x o diametro da cabeca; (4) classe 3: com a cauda mais de 2 x 0
diametro da cabeca, e (5) classe 4. cometas sem cabecas. Orientacbes e
recomendacdes internacionais para a pontuacdo ensaio cometa visual é
considerado como um método de avaliacdo valido (Burlinson'*® et al. 2007,
Hartmann, Speit''’ 1997; Tice et al.'®® 2000).

indice de dano (DI) ou Score é uma pontuagéo arbitraria calculada
para células em diferentes classes de danos, que séo visualmente marcados por
medi¢cdo do comprimento DNA migracao ea quantidade de DNA na cauda. DI varia
de 0 (sem cauda: 100 células x 0) a 400 (com a migracdo méaxima: 100 células x 4)

(Tice et al.'® 2000).

4.9 QUANTIFICACAO DE NO

Entre os varios métodos para a deteccdo da producdo de oOxido
nitrico em sistemas celulares, aqueles baseados no uso de sondas fluorogénicas
ganharam popularidade devido a simplicidade e a sensibilidade. FM 4-amino-5-
metilamino-2’, 7’difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA) é uma sonda que
permeia a membrana e € desacetilada por esterases intracelulares a 4-amino-5-
metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina (DAF-FM). DAF-FM € essencialmente nao
fluorescente até que seja nitrosilado por produtos de oxidacédo do 6xido nitrico para
formar heterociclos fluorescentes, os quais ndo podem mais sair do citoplasma (Itoh
et al.'® 2000, Kojima et al.*** 1999, Balcerczyk et al.**? 2005). Em microplaca preta
de 96 pocos, as células foram incubadas com solucdo de 10 uM de DAF-FM por 60
minutos a 37C. ApGs esse tempo, as células foram lavadas para remover o excesso
da sonda e foram incubadas com meio DMEM incolor incompleto por 15-30 minutos
para permitir completa de-esterificacdo de diacetato intracelular. Entdo, as células
foram incubadas, 2 horas antes do estimulo, com concentracbes de 0,01, 0,1, e
1pg/ml de extrato da Malva sylvestris.

As células foram estimuladas com LPS 1lug/ml por 24h (Gutiérrez-
Venegas et al.*® 2006). A excitacdo e emissdo de fluorescéncia maxima foram de

495 e 515 nm, respectivamente.
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4.10 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS

Os fibroblastos cultivados foram colocados na proporcédo de 2 x 10°
células por poco (placa de 24 pocos) e estimulados por 24 horas, com LPS, nas
concentracdes de 0,1, 0,3 e 1 pg/mL. Apds sensibilizacdo com LPS, a liberagéo de,
IL-18 e TNF-a pelos fibroblastos foram avaliadas separadamente por meio do
método de ELISA segundo a técnica descrita por Brunius et al.** (2005) por meio de
um kit ELISA (R&D System, EUA) conforme instru¢cdes do fabricante. Apos a
verificacdo de qual concentracdo de LPS promove maior liberagdo de citocinas,
novamente 2 x 10° células por poco foram incubadas com LPS (1 ug/mL) junto com
a concentracdo de 0,1 a 10 yg/mL do extrato hidroalcoolico de M. sylvestris por 24

horas e analisado a quantidade de citocinas.
4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média = erro padrdo da
média (EPM). Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do teste de mdultipla comparacdo de Newman - Keuls quando
necessario. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os calculos
foram realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versdo para
Windows 3.00, Séo Diego, California, EUA).



5 RESULTADOS

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO MATERIAL BOTANICO

A fim de verificar se 0 material botanico adquirido pela Quimer Ervas
Medicinais — S&o Paulo, de fato se tratava de M. sylvestris, as Folhas secas foram
identificados com base em caracteres morfo-anatdomicos descritos em monografias

farmacopéica (Pharmacopoeia Helvetica''* 1993, Farmacopeia Brasileira'*® 2000).
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MALVA

MALVA — Mal

Figurs | Mal . — 1, aspecto da folha; A arjuitetirs folia |

ligonais: B. esquema de secgiio transversal na folha

o limber ma pong S indis B; 2. detalhe da epiderme abaxi

wicoma glandulas com wms céluls bassl volumoss, 1-2 células de pedicelo.

lular, curvo; G as agrup fasciculos, lados

I eaquema de secglo i pttulas Eseali
I54(AcBicSiDeE)

Figura 1: Fotografias de folhas secas de M. sylvestris comparativas com dados das monografias
Farmacopéias.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO EXTRATO

5.2.1 Avaliacdo do método extrator

A maceragdo, o soxhlet e a turbdlise, foram capazes de inibir o
edema de orelha de forma significativa em 44, 45 e 46% respectivamente na maior
dose testada (3,0 mg/orelha) (Gréafico 1), no entanto, foi escolhido para dar
continuidade ao estudo o extrato extraido pelo método da Maceracdo pois foi o
método capaz de demonstrar uma melhor atividade em menores doses testadas
(Grafico 2). Os extratos obtidos pelos métodos de Soxhlet e Turbdlise também se
demonstraram eficaz com inibicdo maxima de 45 e 46% respectivamente, e de forma
dose dependente, porem ndo tiveram o mesmo desempenho quando extraido por
maceracao (Gréfico 2). O extrato obtido por infusdo ndo foi capaz de extrair nenhum

metabolito secundario com atividade de interesse (Grafico 2).



Gréfico 1:
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Efeito dos diferentes métodos extratores e dexametasona (Dexa) administrado

topicamente na indugcéo do edema de orelha por TPA. O edema foi avaliado 6 h apés a
inducdo. Cada ponto representa a media *+ erro padrdo da média com um N de 4-5
animais. Os asteriscos representam a diferenca dos grupos em relacdo ao controle,

sendo que ***P<0,001 de significancia.
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Gréfico 2: Efeito dos diferentes métodos extratores da M. sylvestris e dexametasona (Dexa)
administrado topicamente na inducéo do edema de orelha por TPA. O edema foi avaliado
6h apdés a indugéo, Onde A é o efeito do extrato de maceragéo, B soxhlet C Turbdlise e D
a Infusdo de M. sylvestris. Cada ponto representa a media + erro padrao da média com um
N de 4 - 5 animais. Os asteriscos representam a diferenca significativa dos grupos em
relagdo ao controle, sendo que, * P<0,05, ** P<0,01 e ***P<0,001.
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5.2.2 Avaliacdo da concentragdo etandlica para extracao

Os extratos 80 e 100% foram capazes de inibir a formacado do
edema em 51 e 50% aproximadamente, na dose de 3,0 mg/orelha enquanto o
extrato de 90% conseguiu impedir a formacdo do edema em aproximadamente 20%
(Fig. 3).

Os extratos de 80 e 100% apresentaram atividade muito proxima. A
escolha foi pelo de 100% devido a facilidade de obtencdo e também devido ao
resultado obtido em doses de 1,0 mg/orelha, demonstrando que a eficacia do extrato
de 100% € maior pois sua inibicéao foi de 50,69% (Grafico 4) enquanto o de 80% foi
de 38,08% (Grafico 4).

Gréfico 3: Efeito dos diferentes extratos e dexametasona (Dexa) administrado topicamente na
inducéo do edema de orelha por TPA. O edema foi avaliado 6 h apés a indugdo. Cada
ponto representa a media + erro padrao da média com um N de 4-5 animais. Os
asteriscos representam a diferenca dos grupos em relacdo ao controle, sendo que
**P<0,01 e ***P<0,001 de significancia.
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Gréfico 4. Efeito dos diferentes extratos da M. sylvestris e dexametasona (Dexa) administrado
topicamente na inducdo do edema de orelha por TPA. O edema foi avaliado 6h apés a
inducéo, Onde A é o efeito do extrato de maceragdo 80% de etanol, B 90% e C 100%.
Cada ponto representa a media + erro padrdo da média com um N de 4 - 5 animais. Os
asteriscos representam a diferenca significativa dos grupos em relacdo ao controle,
sendo que, ** P<0,01 e ***P<0,001.
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5.3 PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO

A andlise do extrato hidroalcéolico no modo positivo e negativo foi
conduzida para ajustar as condicdoes de LC-MS. Devido ao baixo teor de
constituintes em estudo, o extrato hidroalc6olico foi enriquecido. Quando os
espectros de massa foram extraidos cromatograma de extrato hidroalcéolico no
mesmo tempo de retencdo observado em cromatogramas dos padrbes e extrato
hidroalcoéolico foi verificada a presencga de ions quasimolecular [M + H] dos 193 m /
z, m/ z 303 em / z 493, relativos a escopoletina, quercetina e malvidina 3-
glucosideo, respectivamente (Grafico 5). Estes também foram confirmados no
experimento de modo negativo, com excecdo de malvidina 3 -glucosideo. Outro

metabdlito detectado no modo positivo por ion m / z 318 foi omiricetina.
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Grafico 5: LC-ESI-MS a andlise do extrato hidroalcodlico (HE) de M. sylvestris, de modo positivo: (A)
cromatogramas do HE néo perfurantes, (B) em espectro de massa.O tempo de retencéo
14,7 min (malvidina 3 glucosideo), (C) Espectro de massa extraida cromatograma da HE
no tempo de retencdo 22,6 min (escopoletina), (D) Espectro de massa extraida
cromatograma da ndo HE retencédo de 31,7 min tempo (quercetina).

oy b Scopoletin

Rel. Int (%)

]
]
n—
o
o
-
i
|
#
#
-
I%

s
1

—g e R
Time, min

Sees s

[=]
i

==

Intensity, cps

[o]
1
!i

Intensity, cps

o s =
s0me] L =
a2z 1eaz I eos
J il Lok Jh
i £

155

7ams -
7=
El ey
as
013
8 o H3
E
=
g
E =as
=as
sesa _asia
N
Ll |==-
= s T2 ]
| ez = ERs
L TP Kl ' i
ES) E—) E-) E) E) =%




46

5.4 VERIFICACAO DE CITOTOXICIDADE

5.4.1 Ensaio do MTT

O Grafico 6 mostra o efeito do extrato hidroalcodlico da M. sylvestris
nas concentracbes de 0,01, 0,03, 0,1,0,3, 1,3, e 10 pg/mL na viabilidade
celular dos fibroblastos (3T3), analise feita apds 24 horas de incubacdo do

extrato. O extrato e 0 grupo controle n&o alteraram a viabilidade celular em 24 horas.

Gréfico 6: Viabilidade celular (média e desvio-padrdo) avaliada pelo método MTT. O extrato
hidroalcéolico bruto ndo promoveu alteracdo celular. Ndo houve diferencas estatisticas
significantes entre os grupos da M sylvestris em relacdo ao grupo controle. (* P<0,05;

ANOVA).
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5.5 VERIFICACAO DA GENOTOXICIDADE

5.5.1 Ensaio do Cometa

O indice de dano visualizado através do ensaio cometa (Tabela 1) nado
mostrou diferenca do grupo controle negativo (s6 células) média de dano igual a 2
em relacdo aos grupos testados do extrato hidroalcéolico de Malva sylvestris 0,3, 1 e
3 pg/ml que também apresentaram dano igual a 2. No entanto, ambos 0s grupos de
controle positivo (100uM e 125 uM) apresentaram o maior indice de dano igual 4.

Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre todas as
concentracOes estudadas de Malva sylvestris 0,3, 1 e 3 pg/ml quando comparadas
ao grupo controle negativo, no entanto, 0 grupo controle positivo foi
significativamente diferente dos demais (Figura 7).



Tabela 1 - Média do Escore no ensaio de cometa em cultura de células 3T3, os experimentos foram
realizados em triplicata (n=3)

Grupo Maior quantidade de Formas Cometa caracteristica/representativa,

dano aumento 40X

Controle Negativo Dano 2
(s6 células) (3T3)

Controle Positivo (H ,0, Dano 4
100 uM)
Controle Positivo (H ,0, Dano 4
125 uM)
Malva 0.3 ug/mL Dano 2
Malva 1 ug/Mi Dano 2

Malva 3 ug/MI Dano 2
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Gréfico 7: Média do Escore no ensaio de cometa em cultura de células 3T3, os experimentos foram
realizados em triplicata (n = 3). Como controle positivo dos experimentos foi utilizado H,0,
e tratados com M. sylvestris. Os asteriscos representam a diferenca significativa dos

grupos em relacdo ao controle, sendo que, ** P<0,01.
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5.6 QUANTIFICACAO DE NO

A incubacdo com LPS em fibroblastos 3T3 ocasionou um aumento
na producéo de Oxido Nitrico liberado no sobrenadante de cultura de forma diferente
das células sem estimulagdo. O tratamento com o extrato hidroalcéolico foi capaz de
impedir a formacdo de oxido nitrico em 80 + 14% na maior concentracdo utilizada

em comparacgédo ao grupo Controle.

Gréfico 8: Efeito do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris e adicionado a fibroblastos 3T3 na
producdo Oxido Nitrico, estimulados por LPS. Cada ponto representa a media * erro
padrdo da média. Os asteriscos representam a diferenca dos grupos em relagdo ao
controle, sendo que **P<0,001 de significancia e # representa a diferenca significativa
entre os grupos Veiculo e Controle onde ###P<0,001 .
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5.7 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS

A estimulacéo de células 3T3 com LPS causou aumento significante
no nivel de IL-18 e TNF — a no sobrenadante das células em cultura (Grafico 9). O
aumento no nivel de IL-1p (Grafico 9) no sobrenadante das células foi inibido pela
adicado do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris, sendo que, a concentracdo de 1,0
png/ml foi capaz de inibir 86 + 2%. Os niveis aumentados de TNF — a em
sobrenadante induzidos pelo LPS também foram reduzidos com o tratamento, onde
a concentracdo de 1,0ug/ml do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris, inibiu a
liberacdo de TNF — a em 84 + 4% (Gréfico 9). O tratamento com dexametasona (0,1
pg/ml) também causou reducdo do aumento no nivel de IL-18 e TNF—a provocado
pelo LPS.

Gréfico 9: Efeito do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris e dexametasona (Dexa) adicionado a
fibroblastos 3T3 na producédo de IL-18 (A) e TNF — a (B) estimulados por LPS. Cada
ponto representa a media + erro padrdo da média. Os asteriscos representam a diferenga
dos grupos em relacao ao controle, sendo que ***P<0,001 de significancia e # representa
a diferenca significativa entre os grupos Veiculo e Controle onde ###P<0,001
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6 DISCUSSAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a maior
parte da populacdo Mundial ndo tem acesso ao atendimento primario a saude, o que
torna as plantas medicinais a principal fonte de tratamento das enfermidades
(Akerele'® 1993).

Para que ac¢des farmacologicas benéficas da planta medicinal sejam
obtidas de forma segura, € importante que sejam utilizados medicamentos
elaborados com extrato empregado nos estudos cientificos, ou seja, que haja uma
padronizacao da droga vegetal. Em investigacdes cientificas com o material botanico
€ importante o desenvolvimento de uma série de buscas: perfil etnobotéanico,
isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (fitoquimica) além da
investigacdo farmacologica dos extratos e constituintes (Veiga Junior, Pinto,
Maciel'*° 2005).

A grande preocupacdo é que, muitas vezes as plantas séo
consumidas sem o conhecimento ou comprovacdo de seus efeitos biolégicos ou
ainda comercializadas com a identificacdo errdbnea da planta tornando-se um
problema sério de saude publica. Orgdos de controle Sanitario estido implantando
as primeiras regulamentacfes para o registro de fitoterapicos, pois ndo ha meios de
fiscalizacdo que garantam um controle de qualidade das ervas comercializadas
(Eisenberg™'® 1998: Veiga Junior, Pinto, Maciel*?° 2005).

Neste contexto, como medida de biomonitoramento do hidroalcéolico
da Malva sylvestris foi conduzido o teste de Genotoxicidade, ou seja, foi analisado o
potencial do extrato da planta em causar lesdes irreversiveis sobre a molécula de
DNA dos fibroblastos. Nas concentracfes testadas (0,3; 1 e 3 pg/ml) o extrato
revelou seguranca no uso ndo apresentando potencial mutagénico.

Para o presente estudo do extrato hidroalcoolico da Malva sylvestris,
a qualidade do material botanico foi certificada por meio da analise macroscépica e
microscopica executando-se fotografias das folhas secas da planta e posteriormente
comparadas com caracteres morfo-anatdbmicos descritos nas farmacopéias. Algumas
das caracteristicas descritas foram: apresentacdo de raiz mondada, em vista frontal,
células contendo mucilagem frequentemente ovaladas ou arredondadas, podendo
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apresentar maior volume do que as demais parenquimaticas, adicdo de azul de
toluidina os elementos de vaso adquiriram coloracao azul intenso e as fibras coram
de azul-claro entre outras caracteristicas analisadas (Farmacopeia Brasileira*
2000).

Para a andlise quantitativa e qualitativa dos constituintes de plantas
medicinais a extracdo € o primeiro caminho, ou seja, a separa¢do dos compostos a
serem analisados a partir da matriz celular. Atualmente, amplos espectros de
procedimentos de extracdo estdo sendo utilizados, os padrées de uso estdo
descritos nas Farmacopéias, havendo uma variedade: soxhlet, percolacéo,
maceracdo, destilacdo a vapor entre outros (Pharmacopoeia Helvetica'* 1993;
Farmacopeia Brasileira™*® 2000).

Portanto, para o desenvolvimento do extrato desse estudo, varias
formas extratoras foram testadas a fim de verificar qual delas seria capaz de extrair
uma maior quantidade de metabdlitos secundéarios da M. sylvestris, e assim ter sua
maior atividade biolégica. Para verificar a atividade biol6gica a M. sylvestris, foi
submetida a quatro tipos de extracdo: Maceracdo, Soxhlet, Infusdo e Turbdlise, e
apos a total extracdo os quatro tipos de extratos foram avaliados através da reducao
de processo inflamatério agudo em orelha de camundongos.

Diversos modelos de inflamacdo tém sido desenvolvidos na
literatura, porém os que apresentam modelos de pele apresentam algumas
vantagens : o0 modelo de edema de orelha € um método simples e facil que requer
pouca quantidade de substéncias, fornece resultados reprodutiveis, rapidos e com
baixas possibilidades de erros (Garbor®® 2000). No presente trabalho, o modelo
inflamatorio cutaneo de edema de orelha induzido por TPA foi utilizado para teste de
escolha do método extrator e da concentracao etandlica do extrato.

A aplicacdo de TPA como agente flogistico, quando aplicado
topicamente na pele de camundongos promove a inducdo de estresse oxidativo ou
producdo de espécies reativas de oxigénio e inflamacao. O TPA € um dos principais
ésteres do forbol, que gera uma resposta inflamatoria aguda apresentando
vasodilatacao, infiltracdo de polimorfonuclerares para o tecido e formacéo de edema
podendo ocorrer uma hiperplasia epidermal (Garbor®® 2000, Rauh*?* et al. 2011).

ApoOs desenvolvimento da metodologia de edema de orelha e
tratamento do processo inflamatorio com os extratos da M. sylvestris, os resultados

mostraram que 0s métodos extratores Maceragdo, o Soxhlet e a Turbolise, foram
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capazes de inibir o edema de forma significativa em 44, 45 e 46% respectivamente
na maior dose testada (3,0 mg/orelha), no entanto foi escolhido para dar
continuidade ao estudo o extrato extraido pelo método da Maceracdo pois ele foi
capaz de demonstrar uma melhor atividade em doses menores (1,0 mg/orelha)
sendo mais eficaz que os outros.

A necessidade de extrair componentes nutracéuticos de materiais
vegetais exige novas tecnologias de extracdo ecologicamente e economicamente
viaveis, pois os meétodos tradicionais requerem grande quantidade de solvente.
Novas técnicas estdo sendo desenvolvidas como alternativa aos métodos
convencionais de extracdo, oferecendo vantagens de extracdo, menor quantidade
de solvente necessaria, maior rendimento e reprodutibilidade. No entanto, essas
novas técnicas de extracdo somente foram encontradas em um campo limitado de
aplicacoes, exigindo novos estudos para melhor compreensdo dos mecanismos de
extracdo e das barreiras técnicas ainda existentes (Garcia- Ayuso et al.'?? 1998,
Ong, Cheong, Goh'?® 2006).

ApoOs a escolha da Maceracdo como método extrator, foi entédo
verificado se a concentracdo de alcool utilizada alterava a atividade anti-
edematogénica. para isso, trés extratos (onde se variou a concentracado de alcool)
sendo essas concentracdes de 80, 90 e 100% de etanol em agua.

Os extratos 80 e 100% foram capazes de inibir a formacdo do
edema em 51 e 50% aproximadamente, na dose de 3,0 mg/orelha entéo o extrato de
90% impediu a formagao do edema em aproximadamente 20%. Como 0s extratos
de 80 e 100% apresentaram uma atividade muito proxima, a escolha deu-se pelo
extrato 100% devido a facilidade de obtencdo e também devido o resultado obtido
em doses de 1,0 mg/orelha, demonstrando que a eficacia do extrato de 100% é
maior pois sua inibicdo foi de 50,69% enquanto o de 80% foi de 38,08%. Para
controle positivo dos experimentos a Dexametasona, droga de referencia, foi
utilizada.

Conforti et al.}” 2007 avaliaram a atividade anti-inflamatéria topica
do extrato etanodlico da Malva sylvestris (70%) em modelo de edema de orelha em
camundongos. A aplicacao tépica foi na concentracdo de 300 pg/cm? e os resultados
revelaram uma reducdo do edema em 21%, assim como no presente estudo

mostram atividade anti-edematogénica do extrato da planta.



55

Pensando na importancia farmacologica da M. sylvestris alguns
estudos tém sido realizados de diferentes partes da planta envolvendo o isolamento,
identificacdo e quantificacdo dos compostos quimicos. Entre os compostos
existentes as mucilagens e as antocianinas sdo 0s compostos mais relevantes em
relatos a propriedades farmacolégicas (Billeter, Meier, Sticher®® 1991, Pourrat,
Texier, Barthomeuf?> 1990).

Para o presente estudo foram conduzidas as analises de ESI-MS e
LC-ESI-MS para explorar os ions representativos dos padrbes de malvidin 3-
glucosideo quercetina e escopoletina, a fim de confirmar a presenga ou auséncia
desses compostos no extrato hidroalcoolico de M. sylvestris. Foi verificada a
presenca de ions quasimolecular [M + H] dos 193 m / z, m / z 303 em / z 493,
relativos a escopoletina, quercetina e malvidin 3-glucosideo, respectivamente. Estes
também foram confirmados no experimento de modo negativo, com excecao de
malvidina 3 -glucosideo. Outro metabdlito detectado no modo positivo por ion m / z
318 foi omiricetina.

124 ot al.

InvestigacBes foram conduzidas por outros autores: Takeda
(1989), Pourrat, Texier, Barthomeuf® (1990); Farina et al.'®® (1995), aonde
caracterizaram flavonodides em folhas e flores da M. sylvestris, mostrando resultados
semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Nas flores foram encontradas
principalmente antocianinas, tais como: malvidina 3,5 diglucosideo (Malvina) que
ocorreu especialmente sob a forma de ions catiénicos e, além disso, malvidina 3 —
glucosideo foram identificados nas flores.

Apesar da M. sylvestris ser amplamente conhecida na cultura
popular, literatura cientifica € escassa na analise de suas propriedades biolégicas e
quimicas. O presente trabalho procurou verificar sua acdo em modelo inflamatoria
de cultura de células in vitro através da estimulacdo com LPS.

A doenca periodontal é caracterizada por um processo inflamatério
que conduz a uma alta secrecdo continua de citocinas como interleucina (IL)-1pB, IL-
6, IL-8 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), bem como de prostaglandina E2
(PGE2) e NO pelas células hospedeiras, seguidas de estimulagdo por
periodontopatdégenos e seus produtos, € um determinante critico da destruicdo do
tecido periodontal (Okada, Murakami et al.** 1998, Birkedal-Hansen®® 1993, Bodet
Chandad, Grenier et al.?® 2007).
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A estimulagéo com LPS em fibroblastos 3T3 ocasionou um aumento
na producdo de Oxido Nitrico liberado no sobrenadante de cultura de forma diferente
das células sem estimulacao. O tratamento com o extrato hidroalcoéolico foi capaz de
impedir a formacdo de NO em 80 + 14% na maior concentracdo utilizada em
comparagao ao grupo controle.

As prostaglandinas e o oOxido nitrico sdo importantes mediadores
pro-inflamatérios envolvidos tanto em processos benéficos quanto prejudiciais aos
tecidos (Moncada, Palmer, Higgs'®® 1991). No ambiente da doenca periodontal, a
presenca de estimulos inflamatdrios é capaz de induzir a producdo de NO pelas
células inflamatérias, através do aumento da expressdo da enzima iNOS. A
presenca de quantidades elevadas de l-arginina e L-citrulina em tecido gengival
inflamado in vivo (Matejka et al.>* 1998) e a expressdo da iINOS macréfagos,
linfécitos e neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) na periodontite induzida
experimentalmente em ratos (Lohinai et al.*?® 1998) bem como macréfagos e células
endoteliais na periodontite humana sugere a producao e participacdo do NO no
desenvolvimento do processo de doenca (Lappin et al.*?” 2000). No presente estudo,
0 extrato da M. sylvestris inibiu a liberacdo de NO em 80% na maior concentracao
testada em fibroblastos estimulados por produtos bacterianos, o que pode sugerir
uma possivel via de ac¢ado da planta.

A estimulacéo de células 3T3 com LPS causou aumento significante
no nivel de IL-1B e TNF — a no sobrenadante das células em cultura. O aumento no
nivel de IL-1B no sobrenadante das células foi inibido pela adicdo do extrato
hidroalcoolico de M. sylvestris, sendo que, a concentracdo de 1,0 ug/ml foi capaz de
inibir 86 + 2%. Os niveis aumentados de TNF — a em sobrenadante induzidos pelo
LPS também foram reduzidos com o tratamento, onde a concentracdo de 1,0pg/ml
do extrato hidroalcéolico de M. sylvestris, inibiu a liberacdo de TNF — a em 84 + 4%.
O tratamento com dexametasona (0,1 pg/ml) também causou reducdo do aumento
no nivel de IL-13 e TN—a provocado pelo LPS.

Muitos estudos tem demonstrado que a elevada expressao de IL-1
no fluido gengival estdo associados a doenca periodontal severa. Além do mais, 0
nivel de IL-18 aumenta rapidamente em casos de gengivite e IL-13 é produzida
pelas inumeras células da area periodontal, incluindo mondcitos, fibroblastos
gengivais e polimorfonucleares. IL-1p regula o fenoétipo do fibroblasto (Stashenko et

al.'?® 1991). Assuma et al.**® (1998), mostra que o local de inibicdo de ambos IL-1 e



57

TNF-a nos tecidos periodontais reduzem significantemente em macacos com
doenca induzida através de ligaduras e mensuragdes histoldégicas mostram 75% de
reducado osteoclastica e 40% de reducéo de perda 6ssea em macacos com ligaduras
comparados com 0s animais tratados com placebo.

As citocinas estédo diretamente envolvidas na progressao da doenca
periodontal, sdo produzidas por diferentes células que participam nos mecanismos
de defesa como: macréfagos, células T, células B, linfocitos/mondcitos, natural killer
(NK), etc. A IL-1a, IL-1b, TNF-a, TNF- b, interferon g (IFN g) etc, sdo as principais
citocinas produzidas. Células predominantes produzindo IL-1b s&o ativadas, sendo a
maioria das citocinas associadas com a reabsor¢do 0ssea e remodelacdo. O TNF-a
€ encontrado na fase de destruicdo 0ssea ou em estagio avancado de periodontite
(Lundy, Linden 2004'*; Orozco et al.’** 2007) . No presente estudo foi possivel
verificar que apds a inducdo de processo inflamatorio em cultura de células, o
tratamento com o extrato da Malva sylvestris conseguiu inibir a liberacdo das
citocinas testadas IL-1b e TNF-a, mostrando uma perspectiva de compreensao da

via de acao da planta.



7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que 0 extrato

hidroalcoolico da Malva sylvestris:

. Os métodos extratores da M. sylvestris: Maceracdo e Turbdlise
apresentaram melhor atividade anti-edematogénica em menores doses testadas;

. A concentracdo etandlica de 100% foi a que apresentou melhor
capacidade de inibicdo de edema em menores doses testadas;

. As analises cromatograficas confirmaram a presenca dos compostos
malvidina 3-glucosideo, quercetina e escopoletina no EEMS.

. O EEMS néo alterou a viabilidade celular;

. O EEMS néo apresentou atividade mutagénica;

. O tratamento com o extrato hidroalcoolico foi capaz de impedir a
formacéo de NO;

. O tratamento com EEMS causou reduc¢do nos niveis de IL-1 e TNF-a
provocado por LPS.

Através deste estudo foi possivel verificar a melhor forma extratora e
concentracdo etandlica para o extrato de Malva sylvestris com atividade anti-
edematogénica. Em estudo prévio o EEMS bem como as fracbes e resina,
apresentou atividade anti-inflamatéria por via tépica em modelo de inflamacgéo de
pele. A avaliacdo em cultura de células sugere a interferéncia do extrato nas
citocinas IL-1p e TNF-a, o que gera necessidade de outras metodologias a fim de
investigar o mecanismo celular e molecular sobre a qual a planta exerce o efeito

anti-inflamatoério.
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