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RESUMO

A Osteonecrose Maxilar Induzida por Bisfosfonatos (OMIB) esta associada a terapia
com bisfosfonatos como o acido zoledrénico (ZA), que sdo medicamentos
importantes para 0 manejo de patologias 6sseas. Estudos in vitro demostraram que
os bisfosfonatos podem alterar a viabilidade e proliferagéo de células epiteliais, o
que justificaria situacdes de deficiente cicatrizacdo em feridas de OMIB. Arrabidaea
chica (H&B.) Verlot é uma Bignoniaceae com propriedades cicatrizantes, e que
apresenta as antocianidinas como principais compostos identificados. Este estudo
avaliou a atividade antimicrobiana, citotdxica e citoprotetora, in vitro, do extrato
hidroalcoolico de A. chica (AC) na presenca de ZA. Foi realizado estudo de
estabilidade nas condicoes de 40 °C e 75% umidade, do extrato microencapsulado
em mistura de goma arabica com maltodextrina (1:1) e do extrato livre
correspondente. Queratinocitos (HaCaT), fibroblastos (PT64-04HF) e osteoblastos
(MC3T3-E1) foram submetidos a 2 protocolos de tratamento: a exposicédo a ZA 10
UM por 24h e posteriormente AC por 48h e vice-versa; ou o co-tratamento de ambos.
Os parametros estudados foram viabilidade, ocorréncia de apoptose e ativagéao de
caspases 3/7. A viabilidade de células de cancer de préstata (C4-2B) foi avaliada
apdés tratamento com AC. Streptococcus mutans foram submetidos ao co-
tratamento ZA e AC. Microcdpsulas contendo AC foram produzidas por
processamento em spray dryer, aliquotadas e armazenadas em camara climatica
para o estudo de estabilidade acelerada, segundo protocolo da ANVISA (RE
01/2005). Os resultados foram submetidos a analise estatistica (ANOVA e Teste T
de Student, a=0,05). Apds 48 h, ZA reduziu a viabilidade de queratinécitos,
fibroblastos e osteoblastos em, respectivamente, 34%, 47% e 51%. O co-tratamento
ZA e AC 5 ug mL" aumentou a viabilidade celular (82%, 83% e 55%), 0 mesmo
ocorrendo para ZA e AC 10 pg mL" (69%, 70% e 64%). Apds 48 h de tratamento
com ZA, nao houve apoptose celular ou ativagdo de caspases em fibroblastos, mas
verificou-se a ativacdo de caspase 3/7 em osteoblastos. As concentracdes de 5 e
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10 ug mL" de AC n&o alteraram a viabilidade de células C4-2B, porém observou-se
uma reducdo de mais de 40% em concentragdes maiores que 10 ug mL'. O
crescimento de S. mutans foi aparentemente aumentado ap6s o tratamento com ZA
em concentracdes maiores que 50 uM, sem que AC ocasionasse qualquer efeito.
Finalmente, o material formador de parede (mistura de goma arabica com
maltodextrina 1:1) empregado para microencapsular AC, foi incapaz de inibir a
degradacao das antocinidinas, cujas concentragdes relativas foram reduzidas apés
15 dias de incubagdo. Assim, baixas concentracdes de AC (5 e 10 ug mL™)
demostraram promissora atividade citoprotetora contra os efeitos prejudiciais de ZA,
em células epiteliais e osteoblastos, sem estimularem o crescimento das células
cancerigenas (C4-2B) e de S. mutans. Outros materiais formadores de parede serao
avaliados, buscando-se aumentar a estabilidade quimica de AC. Mais estudos séao
necessarios para a comprovacao dos efeitos benéficos de AC como um auxiliar no
tratamento de OMIB.

Palavras-chave: Acido zoledrénico. Arrabidaea chica. Células epiteliais.
Microcépsulas. Queratindcitos. Fibroblastos. Osteoblastos. Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

The bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) is a condition
associated to bisphosphonates, medicines used to treat bone disorders, as
zoledronic acid. In vitro studies showed epithelial cells viability and growth can be
altered by bisphosphonates, and may cause a deficient wound healing in BRONJ.
Arrabidaea chica (H&B.) Verlot is a Bignoniaceae with wound healing properties,
however, anthocyanidins, the main compounds of the plant extract, can be easily
degraded under environmental conditions. This in vitro study aimed to evaluate the
antimicrobial, citotoxic and citoprotective actions of A. chica hydroalcoholic extract
(AC) in the presence of ZA therapy. Stability studies at 40 °C and 75% humidity
conditions, from microencapsulated into arabic gum plus maltodextrin (1:1) and free
crude extract samples were conducted. Keratinocytes (HaCaT), fibroblasts (PT64-
04HF) and osteoblasts (MC3T3-E1) were submitted to 2 treatment protocols:
zoledronic acid 10 uM (ZA) therapy during 24 h and then AC during 48 h and vice-
versa; or co-treatment with both. Parameters as viability, apoptosis and caspase 3/7
activation were evaluated. Cancer cells (C4-2B) viability was determined after AC
treatment. Streptococcus mutans were submitted to co-treatment with ZA and AC.
Microcapsules containing AC were obtained after spray dryer processing, aliquoted
and stored into climatic chamber for stability study according to ANVISA protocol
(RE 01/2005). ANOVA and T Student test, a=0,05, were applied for statistical
analysis. After 48 h, ZA treatment decreased viability of keratinocytes, fibroblasts
and osteoblasts repectively by 34%, 47% and 51%. Co-treatments ZA and AC 5 ug
mL" (82%, 83% and 55%), and ZA and AC 10 ug mL" (69%, 70% and 64%)
increased cell viability. No apoptosis or caspase activation were detected on
fibroblasts, however, caspase 3/7 was active on osteoblasts after ZA 48 h treatment.
Concentrations higher than 10 ug mL' of AC were toxic to cancer cells and showed
a decrease by 40% in cell viability, while no effect was seen with AC 5 or 10 ug mL-
1. Higher ZA concentrations (50 uM) seemed to induce S. mutans growth, while AC
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showed no effect on bacteria. Finally, the studied core matherial (arabic gum plus
matodextrin 1:1) was ineffective on protecting AC extract against degradation, since
anthocyanidins concentration was reduced after 15 days incubation. Therefore,
lower AC concentrations (5 and 10 ug mL") were promising on treating BRONJ
wounds, as they were effective in protect epithelial cells against harmfull effects of
ZA, without affecting cancer cells or S. mutans growth. Different types of core
matherials must be evaluated for improving AC chemical stability. More studies are
required to prove AC beneficial effects on treating BRONJ.

Keywords: Zoledronic acid. Arrabidaea chica. Epithelial cells. Microcapsules.
Keratinocytes. Fibroblasts. Osteoblasts. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BPs) sdo medicamentos amplamente administrados a
pacientes portadores de metastases em tecido 6sseo e/ou com osteoporose, por
permitirem um adequado manejo da doenca ao auxiliarem o processo de formacéao
Ossea (Berenson et al., 1996; Hortobagyi et al., 1996; Wells George et al., 2008) a
partir da inibigdo do recrutamento e a indugéo de apoptose em osteoclastos. Apesar
de seus beneficios, um efeito colateral raro mas de grande significancia clinica tem
sido relatado associado a utilizagdo dos farmacos: a osteonecrose maxilar induzida
por bisfosfonatos (OMIB). Dentre as caracteristicas da OMIB tém-se a quase
exclusividade de seu aparecimento nos 0ssos maxilares, principalmente apos
procedimentos odontoldgicos invasivos como exodontias (Gegler et al., 2005).
Assim, é referido ao cirurgido-dentista um papel importante no diagnéstico,

tratamento e acompanhamento de pacientes usuarios desses medicamentos.

Além das acbes desencadeadas em células d6sseas, os bifosfonatos
também exercem efeitos em células epiteliais orais, alterando sua proliferagéo e
ocasionando efeitos de toxicidade (Agis et al., 2010; Ravosa et al., 2010). Essas
acOes poderiam provocar ulceragdes gengivais, que ao deiscederem, exporiam 0
0ss0 subjacente deixando-o suscetivel a infec¢gdes bacterianas e necrose (Bagan
et al., 2006). Sonis et al. (2009) demonstraram através de um modelo de inducao
da OMIB em ratos, que as feridas osteonecroéticas estavam associadas a ulceracoes
da mucosa, uma vez que 0S animais com mucosa integra, tratados com

bisfosfonatos, ndo apresentaram feridas.

O efeito terapéutico dos BPs na preservacao tecidual éssea é essencial
para o tratamento das diversas enfermidades que envolvem o0 0sso, porém, a
ocorréncia da OMIB como um efeito colateral aumenta a morbidade do paciente e
diminui sua qualidade de vida. O estudo de um tratamento que permita a
cicatrizagcdo da mucosa gengival exposta aos BPs é essencial para impedir a
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exposicao 6ssea, e consequentemente, a predisposicao a infeccao bacteriana. Nao
h&a um protocolo de tratamento especifico para OMIB, sendo que as principais
medidas adotadas séo a prevengao, e uma vez adquirida a ferida, a limpeza local,
remocao de sequestro 6sseo e a administracdo de antibiéticos (Forsgren et al.,
2011). Pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de se determinar novas
terapéuticas que auxiliem o controle e a cicatrizagao dessas feridas (Adornato et al.;
2007; Marcuzzi et al., 2011; Martins et al., 2012; Ziebart et al., 2011; Draenert et al.;
2012). Neste trabalho, avaliou-se os efeitos do extrato das folhas da espécie vegetal
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot em células expostas ao tratamento com

acido zoledronico.

Encontrada desde a América central até a América do Sul, A. chica
apresenta grande potencial terapéutico em cicatrizacao de feridas. Jorge et al.
(2008) estudaram os efeitos do extrato metandlico da planta, que in vitro estimulou
a proliferacdo de fibroblastos e a producdo de coldgeno e in vivo, induziu a
cicatrizagao de feridas epiteliais em ratos. Desta forma, o extrato de A. chica
apresentou-se bastante promissor para o tratamento tépico de lesées de OMIB, na
medida em que uma estimulagao da cicatrizagao epitelial poderia proteger o 0sso
subjacente contendo o BP incorporado. Aliado a isto, propusemos a inclusdo de
células tumorais no protocolo estudado, pois muitas lesdes estdo associadas a
utilizacdo do medicamento para o tratamento de tumores primarios ou de
metéstases em tecido 6sseo, principalmente metastases de canceres de mama ou
de préstata de acordo com Marx et al. (2005). Assim, a estimulagédo local de um

tumor seria um fator contra-indicativo para a aplicacdo de uma nova terapéutica.

Outro aspecto relevante a ser considerado é a interferéncia do
tratamento proposto no crescimento bacteriano. A microbiota bucal é bastante vasta
e infeccbes bacterianas estdo muitas vezes associadas as lesées de OMIB sem, no
entanto, uma elucidacdo sobre a efetiva interferéncia dos bisfosfonatos no
crescimento de algumas bactérias orais (Kobayashi et al., 2010; Mawardi et al.,
2011; Muller et al., 2012). A importancia da microflora oral para o desenvolvimento
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de OMIB também representa uma incognita. Amostras biopsiadas das lesoes,
indicaram a presenga das espécies Fusobacterium, Bacillus, Actinomyces,
Staphylococcus e Streptococcus (Marx et al., 2005; Mawardi et al., 2011), muitas
delas colonizadoras de biofilmes orais ao invés de serem patdgenos invasivos
(Mawardi et al., 2011). Especificamente, Streptococcus mutans esta relacionado ao
desenvolvimento da carie dental e colonizagdo do biofilme bucal e assim poderia
representar uma amostra da microbiota oral, em estudos que envolvessem novas
terapias para OMIB. Com relagéo ao presente estudo, apesar de alguns trabalhos
demonstrarem a auséncia de atividade do extrato de A. chica sobre o género
Streptococcus (Duarte, 2006; Mafioleti et al., 2013), inexistem pesquisas que
esclarecam os efeitos do tratamento combinado do extrato e bisfosfonatos sobre
essa bactéria.

Neste contexto, percebe-se a importancia de pesquisas que explorem
conceitos farmacolégicos como testes celulares e microbianos, e de
desenvolvimento farmacotécnico, que propiciem um eficiente tratamento para
OMIB. No caso do extrato de A. chica, faz-se necessaria a viabilizacdo de uma
forma formacéutica que proteja o principio ativo contra degradacao. As
antocianidinas sao compostos altamente redutores e, portanto, influenciaveis por
condicbes ambientais adversas como os raios UV, umidade e oxigénio (Brouillard
& Dangles 1993; Rivas-Gonzalo, 2003). Dentre as alternativas para a manutencao
da estabilidade quimica do extrato e, por conseguinte, das antocianidinas, tem-se a
microencapsulagdo, uma ferramenta muito utilizada na industria alimenticia
(Reineccius, 1991; Goubet et al.,, 1998; Cano-Chauca et al., 2005; Wang & Zhou,
2011; da Costa et al., 2012), sendo que os principais agentes microencapsulantes

utilizados séo a goma arabica, a maltodextrina ou a combinacédo de ambos.

A partir do exposto, este trabalho teve por objetivo produzir dados pré-
clinicos para o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico a base do extrato
padronizado de A. chica em tratamentos de feridas de OMIB, através de



experimentos in vitro que envolveram células epiteliais, osteoblasticas e tumorais e

também Streptococcus mutans.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1- Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo medicamentos analogos sintéticos dos reguladores
fisiolégicos da calcificacao e reabsorcao 6ssea, os pirofosfatos (Castro et al., 2004).
De estrutura quimica P-O-P, os pirofosfatos ndo podem ser empregados como
agentes terapéuticos, devido a rapida hidrélise enzimatica a que estdo sujeitos. A
substituicdo do a&tomo central de oxigénio por um de carbono conferiu resisténcia a
degradacdo enzimatica e aumento da meia-vida biolégica, originando os
bisfosfonatos (P-C-P) (Figura 1) (Fernandes et al., 2005). Dessa forma, os BPs
possuem grande afinidade pelo calcio (Migliorati et al., 2006) e uma forte ligacdo
com a hidroxiapatita da superficie 6ssea, onde atuam preferencialmente em sitios
de grande formacao e reabsorcéo tecidual, potencializando, através da inibigéo
exercida em osteoclastos, o processo de formacéo éssea (Senaratne et al., 2000;
Marx, 2007).

0 0
OH

|F!/ LI/OH
R‘X \OH O/ \OH
Ry _OH \ _OH

P P

[ on > on

0 0

Figura 1: Estrutura quimica do &cido bifosfénico (bisfosfonato) e
pirofosforico (pirofosfato) (Adaptado de Castro et al., 2004).

Os BPs séao utilizados no tratamento de varias doengas que atingem o
0ss0, dentre essas a hipercalcemia maligna (na qual reduzem as concentragdes de
célcio no soro de pacientes portadores), a doenca de Paget 6ssea, a osteoporose
pds-menopausa, as metastases ésseas, o mieloma multiplo e o cancer de mama

avancado, ao diminuirem, por exemplo, a quantidade e a taxa de complicacdes
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esqueléticas (Ryzen et al., 1985; Kanis et al., 1987; Berenson et al., 1996;
Hortobagyi et al., 1996).

2.1. 1 - Classes de bisfosfonatos

De acordo com os substituintes ligados ao carbono central da estrutura
dos bisfosfonatos, tém-se farmacos com diferentes atividades. A afinidade por
cristais 6sseos €& determinada por R1, enquanto que a poténcia e atividade
farmacoldgica por R2 (Figura 1). Além disso, a adigdo de um grupo amino no final
da cadeia lateral e o tamanho desta, influenciam a poténcia da atividade anti-
reabsortiva (Fernandes et al., 2005).

Existem trés geracdes de bisfosfonatos. A primeira é representada pelos
compostos ndo-nitrogenados, como etidronato e o clodronato, enquanto a segunda
e terceira geracdes pelos compostos nitrogenados (Lehenkari et al., 2002; Reszka,
2004). Alendronato, pamidronato e ibandronato, de segunda geracao, sdo de 10 a
1000 vezes mais potentes (mais absorvidos pelos 0ossos) do que os de primeira (Lin,
1996; Tenenbaum et al., 2002; Ponte Fernandez et al., 2006). Risedronato e
zoledronato representam os medicamentos de terceira geracao, sendo que este
ultimo apresenta poténcia 100 a 850 vezes superior a do pamidronato (Figura 2)
(Tenenbaum et al., 2002).
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Figura 2: Estruturas representativas de diferentes bisfosfonatos (Castro
et al., 2004).

2.1. 2 - Osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos

Apesar de seus beneficios, uma importante complicagdo denominada
osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos (OMIB) tem sido observada

em pacientes usuarios desses medicamentos.

A AAOMS (American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons —
Associacdao Americana dos Cirurgides Buco-Maxilo-Faciais, 2009) define OMIB
como uma condi¢ao caracterizada pela exposicao 6ssea na mandibula ou maxila,
persistindo por mais de oito semanas em um paciente usuario, ou que tenha feito
uso de bisfosfonato, sem histérico de radioterapia na regido dos maxilares.
Clinicamente, ha uma exposicado dssea de ocorréncia espontanea ou evidenciada

apos procedimento odontolégico como extracdo dentaria, cirurgia periodontal,
7



apicectomia e cirurgia de implantes dentarios (Migliorati et al., 2006; AAOMS, 2009;
Campisi et al., 2012; Thumbigere-Math et al., 2012). A area é dolorida, o que
compromete a alimentacao, a fala e a higiene oral do paciente. A ocorréncia de
ulceragédo é frequente, e 0 0sso necrotico exposto apresenta coloragdo branco-
amarelada (Figura 3). Acreditava-se que OMIB era ocorréncia isolada em 0ssos
maxilares, o que poderia ser justificado em parte, pelo alto metabolismo e exposicao
ao ambiente externo, através dos dentes e ligamento periodontal, do osso alveolar
(Ruggiero et al., 2011; Janovska, 2012; McLeod et al., 2012). No entanto, a literatura

ja apresenta a casuistica rara de osteonecrose induzida por bisfosfonatos no canal
auditivo externo (Kharazmi et al., 2013; Wickham et al., 2013).

Figura 3: Osteonecrose maxilar induzida por bisfosfonatos em
mandibula (McLeoud et al., 2012).

Os fatores de risco para OMIB foram categorizados pela a AAOMS
(adaptado de Coskun Benlidayi & Guzel, 2013):

= Poténcia do bisfosfonato: quanto maior a poténcia do BP, maior a
probabilidade do desenvolvimento da doenga;

= Duragdo da terapia medicamentosa: quanto maior a duragdo do
tratamento com BP, maior a probabilidade de OMIB;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coskun%20Benlidayi%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guzel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762600

= Fatores de risco locais: pacientes que sofrem intervengdes cirurgicas
odontoldgicas ou que apresentam infecgdes periodontais, ou ainda
proteses mal adaptadas e que causam injurias a mucosa oral,
apresentam maior risco de OMIB;

= Fatores demograficos e sistémicos: pacientes idosos (maiores de 65
anos); e condicdes sistémicas como a didlise renal, baixa hemoglobina
e obesidade aumentam o risco de OMIB (AAOMS, 2009);

= Fatores genéticos: polimorfismos em um unico nucleotideo dos genes
do citocromo P-450-2C e IGF-1, podem auxiliar no desenvolvimento

da doenca.

Avaliagao e tratamento odontoldgico prévios ao tratamento com BPs séo
fatores preventivos e contribuintes para a diminuicao do risco de OMIB (Ruggiero et
al., 2009, Sao Paulo, 2013).

2.1. 3 - Epidemiologia da osteonecrose induzida por bisfosfonatos

Inicialmente, acreditava-se que OMIB era um evento raro e restrito aos
pacientes tratados com bisfosfonatos injetaveis, e submetidos a procedimentos
odontolégicos invasivos. Desde os primeiros relatos da doenca em 2003 por Marx,
a literatura passou a apresentar tanto um aumento gradativo de sua ocorréncia,
como uma mudanca em seu perfil epidemioldgico. Posteriormente, OMIB foi
diagnosticada em pacientes em tratamento com BPs por via oral e também relatada
como de surgimento espontdneo em alguns casos (Herbozo et al., 2007; Santos et
al., 2010).

Individuos em tratamento com BPs injetaveis apresentam um risco
significativo de desenvolverem OMIB, do que aqueles em tratamento com os
farmacos orais menos potentes. Especula-se de que a razdo para isso seja a
dificuldade de absorgcdo do bisfosfonato via oral (1%) quando comparado a
absorgao por via injetavel (1V) (50%) (Shannon et al., 2011). De acordo com Cartsos
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et al. (2008) pelo menos 5% dos pacientes em tratamento com bisfosfonatos
injetaveis desenvolvem OMIB. Russel (2006) e Clarke & Koka (2011) afirmam que
94% das pessoas diagnosticadas com a doenga estavam em terapia com altas
doses de bisfosfonatos IV como o pamidronato e o zoledronato.

Ruggiero et al. (2004) verificaram valores de incidéncia de OMIB entre
1,8 a 12,8% com o uso de bisfosfonatos injetaveis. A AAOMS (2009) relata uma
porcentagem variando entre 0,8% e 12%. Em pacientes tratados de cancer com
bisfosfonatos injetaveis essa incidéncia tem sido de 2,5 a 5,4% (Carranza, 2007).

Thumbigere-Math V et al. (2012) realizaram estudo retrospectivo em 576
pacientes utilizando bisfosfonatos injetaveis, e verificaram que 18 deles
desenvolveram OMIB (3,1%). A maior incidéncia ocorreu com 0s pacientes que
apresentavam mieloma multiplo, sendo 7,2%. A lesao osteonecrética ocorreu apos
procedimento de extracdo dentaria em 59% dos pacientes e de forma espontanea
em 41%. A média de duragcao de tratamento com os medicamentos foi de 44,3 +
24,3 meses. De acordo com o estudo, o risco do desenvolvimento de OMIB também
esteve relacionado ao numero de aplicacdes das injecdes de zoledronato.

O aparecimento da doenca em pessoas em tratamento com
bisfosfonatos orais, apesar dos muitos relatos na literatura, ainda ndo esta bem
determinado. Isso pode ser explicado devido a erros em definicbes de diagndsticos
e também a ocorréncia de casos com moderada manifestacdo de sintomas, ou
ainda que se resolveram espontaneamente (McLeoud et al., 2012). Sedghizadeh et
al. (2009) verificaram que 9 dos 208 pacientes (4%) usuarios de alendronato,
desenvolveram a doenca, e em um estudo multicéntrico europeu, dos 470 casos de
OMIB, 37 eram decorrentes do uso de bisfosfonatos orais (7,8%). Além disso, a
maioria desses casos nao apresentou qualquer fator de risco, de acordo com a
AAOMS (2009), para OMIB (Otto et al., 2011). Yamazaki et al. (2012) descreveram
a porcentagem de risco de 0,46% a 0,99% para o desenvolvimento de OMIB em
usuérios de bisfosfonatos orais.
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A area posterior da mandibula, na regiao de molares, é a mais acometida
(Marx et al., 2005; Ponte Fernandez et al., 2006), seguida da regido posterior da
maxila (Marx et al., 2005), principalmente em casos em que sao realizadas
exodontias. No entanto, mesmo sem histoéria de procedimento dento-alveolar
recente, € possivel a ocorréncia de necrose avascular dos maxilares com exposicao

0ssea espontanea (Marx, 2003; Migliorati, 2003).

2.1. 4 - Mecanismo de acao dos bisfosfonatos

Ha um consenso de que no mecanismo de a¢ao dos bisfosfonatos o alvo
final, direta ou indiretamente, é o osteoclasto. Determinou-se agdes envolvidas com
a inibicdo da formagéo dos osteoclastos a partir de células precursoras imaturas,
e/ou a direta inibicdo dos osteoclastos por meio da inducdo da apoptose
(Boonecamp et al., 1986; Hughes et al., 1989; Fleisch, 1998).

Segundo Rodan (1998), € aceito que paratormdénio, prostaglandina E,
interleucina-1 e fator de necrose tumoral (TNFa), alguns dos fatores que estimulam
a reabsorcdo Ossea mediada por osteoclastos, agem indiretamente via
osteoblastos. Além disso, existem evidéncias que apontam para um mecanismo de
acao dos bisfosfonatos envolvendo também a inibicdo da ativagdo de osteoclastos

por osteoblastos.

Os bisfosfonatos né&o-nitrogenados atuam em osteoclastos e nessas
células sdo metabolizados em analogos citotoxicos de adenosina trifosfato (ATP).
Ao acumularem-se intracelularmente, além da direta toxicidade, competem com o
ATP provocando a apoptose nessas células por falta de suprimento energético
(Fleisch, 1998, Russell et al., 1999; Cartsos et al., 2008). Dessa maneira, a
reabsorcéo 6ssea, principal funcao dos osteoclastos, fica comprometida.

Os bisfosfonatos nitrogenados induzem a apoptose em osteoclastos ao
estimularem analogos citotoxicos de ATP, e ao inibirem a enzima farnesil pirofosfato

sintase (FPP), que faz parte da via do mevalonato na sintese do colesterol. Essa
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inibicao impede a formacgao de dois metabdlitos, o farnesol e o geranilgeraniol, que
sdo essenciais para a prenilagcdo. A prenilacdo se consiste na conexao com a
membrana plasmatica de algumas pequenas proteinas; que ao se ligarem ao GTP
(guanosina trifosfato) sdo imprescindiveis para o trafego de vesiculas e manutencao
da integridade do citoesqueleto (Green, 2004; Shannon et al., 2011). A taxa de
reabsorcdo 6ssea € diminuida na medida em que ocorre a inibicdo do trafego
vesicular na membrana dos osteoclastos (Shannon et al., 2011).

A geranilgeranilagdo € a ligagcdo do geranilgeranil (um lipidio de 20
carbonos) a determinadas proteinas, como as proteinas-G regulatérias chaves
(Rac, Rho, e membros da familia Rab), as membranas intracelulares ou a
membrana plasmatica. A ndo ocorréncia desse processo provoca um bloqueio ou
mudanc¢a nos eventos sinalizadores, que em ultima instancia, resultam na ativacédo
das caspases e apoptose (Figura 4) (Coxon et al., 1998; Benford et al., 1999; Reska
et al., 1999; Vasconcellos et al., 2004). Assim, caracterizou-se a indugcao da
apoptose em osteoclastos por bisfosfonatos como um evento constituido por
alteragcdes morfologicas celulares, perda do potencial de membrana da mitocéndria
e ativacao da caspase, principalmente a efetora 3 (Benford et al., 2001).

Em baixas concentracdes, os BPs nitrogenados demonstraram alterar o
arranjo do citoesqueleto e diminuir o trafego vesicular na membrana celular;
concentragdes intermediarias cessam a diferenciacdo do osteoclasto; e altas
concentragdes (100 uM) levam a apoptose (Kimmel, 2007).
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Figura 4: Mecanismo de acdo dos bisfosfonatos nitrogenados em
osteoclastos.

Os bisfosfonatos nitrogenados induzem a apoptose em osteoclastos ao inibirem a FPP
(farnesil pirofosfato) sintase, e dessa maneira, impedirem a prenilagédo de pequenas GTPases, que
sdo importantes para o trafego de vesiculas e a manutengédo da integridade do citoesqueleto. A
ancoragem dessas proteinas a membrana plasmatica é, dessa maneira, prejudicada,

desencadeando uma mudanca em eventos sinalizadores que resultam na ativacao de caspases e
inducao de apoptose (adaptado de Vasconcellos et al., 2004).

2.1. 5 - Efeito dos bisfosfonatos em células epiteliais

Estudos demonstraram o efeito dos bisfosfonatos em varias células
epiteliais como as gastrointestinais, renais, cervicais epiteliais, prostaticas e as da
mucosa oral (Landesberg et al., 2011).

A administracao de bisfosfonatos nitrogenados orais esta relacionada ao
desenvolvimento de Ulceras e erosdes gastricas, como efeitos colaterais
conhecidos. Os efeitos tdxicos desses medicamentos em células gastrointestinais
foram verificados, in vitro, por exemplo, por Twiss et al. (1994), utilizando
alendronato e pamidronato em células Caco-2 (adenocarcinoma humano epitelial

13



colo-retal), e Suri et al. (2001) com pamidronato em células Caco-2, observando
ainda a ocorréncia de apoptose celular de maneira concentragdo-dependente.

Apoés tratamento com zoledronato, Giraudo et al. (2004) verificaram um
aumento da apoptose em células epiteliais cervicais, enquanto Montaguea et al.

(2004) relataram a diminuicao da proliferacao de células epiteliais prostéaticas.

Os efeitos dos bisfosfonatos em células da mucosa, estdo sendo muito
relatados na literatura. Scheper et al. (2008) reportaram acgao direta do zoledronato
sobre os tecidos da mucosa oral induzindo a apoptose. Simon et al. (2010) ainda
relataram uma diminuicdo na producdo de colageno e matriz extracelular em
osteoblastos e fibroblastos expostos por um periodo de 28 dias a zoledronato nas
concentracdes de 1 a 20 uM ou pamidronato. Cozin et al. (2011) verificaram
significante reducéo da proliferacao de fibroblastos gengivais e queratinécitos apds
72 h de tratamento com pamidronato (0,06 e 0,01 mmol/L) e com zoledronato (8
UM), concluindo uma maior sensibilidade aos bisfosfonatos dos fibroblastos
gengivais quando comparados aos queratinocitos. Os autores também observaram
indicios de apoptose apds 72 h e 144 h de tratamento dos fibroblastos gengivais
com pamidronato mas nao com zoledronato, que além da auséncia de eventos

apoptoéticos, manteve os niveis de caspase 3 iguais aos do grupo controle.

Os efeitos dos bisfosfonatos nitrogenados em fibroblastos, osteoblastos
e sarcomas osteogénicos foram reportados por Acil et al. (2012). Apés 7 dias as
medicagdes testadas, com concentragdes que variaram de 1 a 20 uM, reduziram
significativamente a proliferagéo celular e a producao de colageno in vitro. Pabst et
al. (2012) observaram uma diminuigéo da viabilidade e migracao de queratindcitos
apos 24 h de exposicao a 5 UM de ZA, e também apoptose em células tratadas com
bisfosfonatos nitrogenados. Sonis et al. (2009) verificaram in vivo a presenga de

ulceragcdes mucosas concomitantes ao aparecimento de lesdes osteonecroticas.

Apesar de estudos relacionando a toxicidade de bisfosfonatos
nitrogenados aos tecidos epiteliais, ndo esta totalmente elucidado se aqueles
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encontrados nos tecidos estdo em concentracoes suficientes para gerarem efeitos
toxicos (Fleisch, 1998).

2.1. 6 — Infeccao bacteriana e OMIB

A microbiota bucal € composta em sua maioria pelos géneros
Streptococcus, Actinomyces, Fusobacterium, Porphyromonas, Veillonella e
Prevotella (Mager et al., 2003). Amostras biopsiadas de lesdes de OMIB indicaram
a presenca de espécies bacterianas como Fusobacterium, Bacillus, Actinomyces,
Staphylococcus e Streptococcus (Marx et al., 2005; Mawardi et al., 2011). Wei, et
al. (2012), em um estudo que avaliou o perfil microbiolégico de 12 pacientes com
cancer (sendo 6 com OMIB e 6 sem a doenca, sem utilizacao de bisfosfonatos mas
com infeccdo), verificaram que os pacientes com OMIB apresentaram
predominancia de Streptococcus (29%), Eubacterium (9%) e Psdeudoramibacter
(8%), enquanto no grupo sem OMIB predominaram Parvimonas (17%),
Streptococcus (15%) e Fusobacterium (15%).

Apesar de alguns dos microorganismos citados representarem bactérias
colonizadoras de biofilmes orais ao invés de patdégenos invasivos, a importancia da
microflora bucal para o desenvolvimento de OMIB ainda n&o esté elucidada, bem
como os efeitos dos bisfosfonatos sobre o crescimento bacteriano (Kobayashi et al.,
2010; Mawardi et al., 2011; Muller et al., 2012).

Stri eptococcus mutans

O géreno Streptococcus esta presente na microbiota e também em
infecgdes associadas ou ndo a OMIB. Um dos representantes desse grupo é a
espécie Streptococcus mutans, exclusivamente humana e responsavel pela
patogénese da carie dentaria, sendo colonizadora dessas superficies e formando,
por conseguinte, o biofilme dental. O aumento de sua viruléncia esta relacionado

principalmente as caracteristicas de acidogenicidade (producéo de &cidos a partir
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do metabolismo de acucares) e aciduricidade (capacidade de sobrevivéncia em
meios acidos) (Graner et al., 2005). Poucos estudos verificaram os efeitos de
bisfosfonatos sobre S. mutans, sendo que Kobayashi et al. (2010) relataram um
aumento da ligacdo da bactéria a hidroxiapatita apds o terapia com acido

zoledronico.

A antibioticoterapia consiste em um dos tratamentos da OMIB por auxiliar
no controle da infeccdo muitas vezes presente (Forsgren et al., 2011); porém, pouco
se determinou sobre a efetividade de sua utilizagdo. No estudo de Ji et al. (2012),
realizado com 20 pacientes portadores da OMIB (sendo 10 submetidos a terapia
com antibiéticos sistémicos e 10 sem o emprego de antibiético previamente), os
autores verificaram que a terapia antibiética oral apresentava eficacia limitada para
o tratamento de OMIB, j& que o uso da medicagcdo nao diminuiu a infecgdo mas
selecionou a populacdo bacteriana presente. Apesar de pesquisas que
demonstraram a auséncia de efeitos do extrato de A. chica sobre o género
Streptococcus (Duarte, 2006; Mafioleti et al.,, 2013), ndo ha relatos na literatura
empregando-se o extrato da planta em combinacdo com os bisfosfonatos, o que
possibilitaria a simulacdo de uma condigao clinica de OMIB.

2.1. 7 — Tratamento de OMIB

O tratamento de OMIB ainda € controverso. As principais medidas
adotadas sdo a limpeza local, remocao de sequestro 6sseo e a administragéo de
antibiéticos (Forsgren et al., 2011).

Alguns estudos propuseram alternativas de tratamento que incluem: a
reposi¢cdo de geranilgeraniol, que é blogueado pelos bisfosfonatos nitrogenados
(Marcuzzi et al., 2011; Ziebart et al., 2011); a utilizacdo de fator de crescimento
plaquetario (PDGF) associada a um biomaterial; 0 uso de um citoprotetor como o
dexrazoxane e a laserterapia.
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O geranilgeraniol, na concentracao de 10 uM, conseguiu reverter a acao
toxica, em fibroblastos e osteoblastos, do zoledronato 50 pyM. Enquanto o
bisfosfonato reduziu a viabilidade das células para 20 e 30%, o geranilgeraniol a
aumentou para 70 e 80% (Ziebart et al., 2011). A utilizacdo de PDGF associado a
um biomaterial foi testada por Adornato et al. (2007) no tratamento de OMIB.
Draenert et al. (2012) relataram um efeito citoprotetor com a utilizacdo de
dexrazoxane, um cardioprotetor empregado na quimioterapia por antraciclina, na
concentragao de 600 uM quando em co-tratamento com acido zoledrénico 50 puM.
Outra forma de tratamento descrita € a laserterapia. Os lasers de alta e de baixa
poténcia tém apresentado resultados importantes para o auxilio da melhora dos
sintomas de OMIB, e sua associacdo a terapia farmacologica tem sido sugerida
(Martins et al., 2012).

Apesar dos avangos médicos e da grande quantidade de pesquisas, 0
tratamento adequado para OMIB, bem como suas causas e mecanismos envolvidos
precisam ser melhor elucidados, indicando que a prevencéo ainda representa a

melhor forma de tratamento.

2.2 - Linhagens celulares: células epiteliais, osteoblasticas e tumorais

2.2. 1 - Queratinocitos

Os queratindctios sao o tipo celular mais comum da epiderme. O nome
origina da caracteristica dessa célula em produzir queratina, principal responsavel
pela impermeabilidade epitelial. O desenvolvimento desse tipo celular comecga no
estrato basal da epiderme (camada mais interna) e na medida em que as células se
maturam ocorre a diferenciacdo para corneécitos, durante movimentacao para o
estrato cérneo, onde formam uma barreira para a protecdo do organismo contra

germes e desidratacao. Os queratindcitos participam ativamente da resposta imune,
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processo inflamatorio e cicatrizagéo, ja que sdo capazes de sintetizar grande parte
de citocinas, fatores de crescimento e co-fatores (Wiegand & Hipler, 2009).

A linhagem celular HaCaT (Figura 5) representa queratinécitos
imortalizados espontaneamente e muito utilizados para estudos in vitro. Originaram-
se a partir do isolamento de células periféricas distante de um melanoma localizado
na parte superior das costas de um homem de 62 anos de idade (Boukamp et al.,
1988). As células HaCaT séao praticamente imortais e com uma possibilidade de
cultivo por mais de 140 passagens. Apesar de apresentarem um fenétipo alterado
in vitro, ndo sao tumorgénicas, demonstram uma expressdo constante de
queratinas especificas e outros marcadores de identificacdo, e também uma

diferenciacao normal (Wiegand & Hipler, 2009).

Figura 5: Imagem de queratin6citos HaCaT.
Fonte: Yang et al., 2010.

2.2. 2 - Fibroblastos

Os fibroblastos (Figura 6) sdo células do tecido conjuntivo essenciais
para a formacédo da derme e da mucosa; sendo também responséaveis pela firmeza
estrutural e secrecdo de colageno (Pimentel, 2001). A manutencao da integridade
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estrutural é a sua principal funcdo, e para isso secretam também outras
macromoléculas residentes da matriz extracecular, como glicosaminoglicanos e
glicoproteinas (Wiegand & Hipler, 2009). Apo6s a les&o tecidual, os fibroblastos
préximos proliferam, migram para a ferida e produzem grande quantidade de matriz
rica em colageno (tipo | e Ill), que ajuda a isolar e reparar o tecido lesado. O gene
de actina tem entdo sua expressdo aumentada nessas células, chamadas agora de
miofibroblastos, o que permite que elas adquiram algumas das propriedades
contrateis das células musculares lisas, auxiliando a aproximag¢ao das margens do
ferimento. Essa transformacao é estimulada por fatores de crescimento como TGF-
B, PDGF e IGF-I e IGF-II (Balbino et al., 2005).

Nos tecidos moles periodontais, os fibroblastos também s&o residentes
e predominantes, onde sdo responsaveis pela produgdo e manutencdo da matriz
extracelular (Ten Cate, 1989).

Figura 6: Imagem de fibroblastos primarios PT64-04HF (aumento de 5x).

2.2. 3 - Osteoblastos

Osteoblastos sao células mononucleares responsaveis pela producéao do
0sso0. Pode-se dizer que sao fibroblastos especializados que expressam, além dos
produtos comuns aos fibroblastos, glicoproteinas ésseas e proteinas de ligacao de
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célcio (osteocalcina). Produzem ainda uma matriz osteoide composta,
principalmente, de colageno tipo | e sdo responsaveis pela mineralizacao dessa
matriz. Dessa maneira, expressam fosfatases alcalinas que, juntamente com o

colageno tipo I, sdo marcadores da atividade osteoblastica (Murshed et al., 2005).

O osso é um tecido dindmico e esta em constante remodelacao, o que é
realizado por osteoblastos (formadores da matriz mineral) e osteoclastos
(responsaveis pela reabsorcdo Ossea) (Lerner, 2004). Durante a remodelagao
0ssea, pre-osteoblastos migram para areas de reabsorcao dssea, la se diferenciam
em osteoblastos maduros e iniciam a atividade de mineralizagdo (Kodama et al.,
1981).

As células MC3T3-E1 (Figura 7) sédo pre-osteoblastos derivados da
calvéaria de ratos (Kodama et al., 1981).

Figura 7: Imagem de pré-osteoblastos MC3T3-E1 (aumento de 5x).
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2.2. 4 - Células de cancer de prdstata com caracteristicas osteoblasticas (C4-
2B)

A linhagem LNCaP representa células originarias de um adenocarcinoma
de prostata, sensiveis a androgeno e que podem crescer em agregados ou
isoladamente (Horoszewicz et al., 1983). Os estudos in vitro de cancer de préstata
procuram mimetizar situagcdes onde ha a progressao da doenga, como a situagao
onde ocorre a diferenciacdo das células tumorais para um estado ndo andrégeno-
sensivel e potencialmente metastatico. As células DU 145 e PC3 sao ndo-hormaonio
sensiveis, no entanto, ndo provocam metastates dsseas (Lin et al., 2001).

A sub-linhagem C4 foi elaborada por Wu et al. (1994) ao desenvolverem
tumores em ratos imunocomprometidos a partir da introdugéo de células LNCaP e
fibroblastos ésseos humanos. Durante o experimento, os animais foram castrados
para a reprodugao de um perfil tumoral resistente a hormédnios andrégenos. Para o
desenvolvimento de uma linhagem mais representativa, as células C4 foram
posteriormente injetadas novamente em ratos juntamente com fibroblastos

humanos, e os tumores resultantes formaram a sub-linhagem C4-2.

As células C4-2B (Figura 8) sao originarias de pesquisas para o
desenvolvimento de uma linhagem de metastase éssea a partir das células epiteliais
tumorais da prostata: as células C4-2 foram injetadas em ratos para a formacao de
tumores; os tumores ésseos formados tiveram as suas células isoladas, as quais
deram origem a sub-linhagem C4-2B (Lin et al., 2001). Essas células sao epiteliais

mas expressam muitas caracteristicas osteoblasticas.
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Figura 8: Imagem de células de cancer de préstata com caracteristicas
osteoblasticas C4-2B (aumento de 5x).

2.3 - Apoptose e Caspases

Os processos de morte celular sdo classificados de acordo com as
caracteristicas das alterac6es morfolégicas e bioquimicas sofridas pela célula. A
apoptose € uma morte celular programada que ocorre de maneira ordenada e com
gasto de energia. De maneira geral, acontece rapidamente, sem a perda
morfolégica das organelas e com a condensagao da cromatina, reducao do volume
celular e quebra do DNA em pequenos fragmentos (Koopman et al., 1994; Grivicich
et al., 2007). A necrose, por sua vez, representa uma morte celular desordenada,
patolégica e geralmente causada por uma lesdo irreversivel a célula. Nessa
situacao, ocorre um aumento do volume, agregacao da cromatina, desorganizagao
do citoplasma, ruptura da membrana plasmatica e consequente liberacdo do
conteddo celular, decorrentes de uma injuria sofrida pela célula (Ziegler &
Groscurth, 2004; Grivicich et al., 2007).

A ocorréncia de um evento apoptético esta relacionado a ativacdo de
algumas proteases, baseadas em cisteina, chamadas caspases. Ao serem

ativadas, iniciam a “cascata de caspases” através da clivagem de outras pro-
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caspases (forma inativa). Existem dois tipos de caspases: iniciadoras e efetoras. As
iniciadoras clivam as pré-formas inativas das efetoras, ativando-as; as efetoras,
como a 3 e a 7, atuam clivando outros substratos proteicos das células e
provocando o evento de apoptose (Grivicich et al., 2007).

Durante a apoptose, residuos de fosfatidilserina, os quais normalmente
estdo localizados na superficie interna da membrana plasmatica, se redistribuem
para a superficie externa. E a fosfatidilserina que se liga a proteina anexina V. A
identificacdo das células em apoptose através de citometria de fluxo é permitida
pela conjugacgao da anexina V a um fluoréforo, como o isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Koopman et al., 1994; Schmid et al., 1994). Com a continuidade do processo
a membrana plasmatica torna-se cada vez mais permeavel, permitindo, por
exemplo, a entrada no interior da célula de um intercalante fluorescente que se liga
ao DNA, como a 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Schmid et al., 1994).

2.4 - Plantas medicinais e fitoterapicos

Entre os anos 1981 e 2011, verificou-se que grande parte das moléculas
que apresentaram potencial terapéutico eram, direta ou indiretamente, de origem

natural (Newman e Cragg, 2012).

O Brasil é um pais com grande patriménio genético e biodiversidade, e
nesse contexto, ha muito a ser desenvolvido para possibilitar o aproveitamento de
suas plantas medicinais e o desenvolvimento de futuros fitoterapicos. O Ministério
da Saude publicou em fevereiro de 2009 a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (Sistema Unico de Saude - Renisus — Brasil, 2009), que além
de estimular o desenvolvimento de fitoterapicos nacionais, visava melhorias na

atengéo a saude e condi¢des de inclusdo social para a populagéo (Brasil, 2006).

Muitas das espécies que fazem parte do Renisus ainda necessitam de
estudos complementares para validagao de sua eficacia e seguranga, pois se tratam
ocasionalmente, de plantas nativas ou exoéticas adaptadas e de uso popular
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bastante estabelecido. Dentre as principais espécies citadas, tem-se a Arrabidaea
chica (Humb & Bonpl.) Verlot (Brasil, 2009).

2.4.1 - Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot:

Membro da familia Bignoniaceae, que abrange 120 géneros e 800
espécies, Arrabidaea chica se distribui pela América tropical desde o sul do México
até o Brasil central (Devia et al., 2002). Popularmente A. chica € conhecida como
pariri (no Pard), crajiru (no Amazonas), puca-panga, coapiranga, chica ou cipd-cruz
(Von-Poser, 2000).

No nordeste do Brasil, A. chica é usada em tatuagens pelos indios devido
aos pigmentos carajurina e carajurona (Corréa, 1926; Chapman et al., 1927; Zorn
etal., 2001). As folhas, submetidas a fermentacao e manipuladas como as anileiras
(Indigofera spp.), fornecem matéria corante vermelho-escuro ou vermelho-tijolo.
Algumas tribos utilizam uma infusdo para o tratamento de conjuntivite aguda, e uma
pasta, na forma de cataplasma, contra ataques de insetos. Na medicina popular, as
folhas dessa espécie sdo usadas na preparagdo de chas com propriedades
adstringentes para o tratamento de diarréia, anemia, leucemia, ictericia e
albumindria. Quando aplicada topicamente, sdo atribuidos a espécie A. chica
propriedades terapéuticas para enfermidades da pele (psoriase, feridas e Ulceras)
(Takemura et al., 1995).

Ha ainda relatos de eficacia como anti-inflamatério e contra cancer de
boca, de utero e leucemia (Kalil Filho et al., 2000; Alves et al., 2010); eficacia contra
dermatéfitos de Trypanosoma cruzi ( Trichophyton mentagrophytes) (Barbosa et al.,
2008) e contra espécies de Candida (extrato diclorometano de A. chica) (Hofling et
al., 2010). Mafioleti et al. (2013) reportaram inibicao do crescimento de Heliobacter
pylori (com uma concentragdo inibitéria minima — CIM - de 12,5 ug mL™") e
Enterococcus faecalis (CIM de 100 pg mL") promovida pelo extrato hidroalcodlico
de A. chica, mas nao encontraram atividade contra espécies de Candida. Medeiros
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et al. (2011) verificaram que o extrato hidroalcoodlico das folhas de A. chica reduziu
os niveis de GTP (transaminase glutamico piravica), GOT (transaminase glutamico
oxalacética) e da bilirrubina plasmatica, em ratos; apresentando portanto, efeitos de
citoprotecdo hepatica. Aro et al. (2013 a, b) verificaram que o tratamento com o
extrato hidroalcodlico das folhas de A. chica em ratos com lesdes parciais no tendao
de aquiles ou calcaneo, proporcionou um aumento numérico € uma melhor
organizacao das fibras colagenas e melhora da marcha nos animais. Siraichi et al.
(2013b) estudaram a penetracédo do extrato hidroalcodlico de A. chica na pele de
animais, com o objetivo de verificar efeitos de protecao contra radiagao UVA e UVB.
Os resultados foram semelhantes aos de protetores solares comerciais, e o extrato

ainda permaneceu na pele por pelo menos 180 minutos apds sua aplicagao.

Uma ampla revisao bibliografica indicou que o género Arrabidaea era
fonte de antocianinas, flavonoides e taninos (Harborne, 1967; Takemura, 1995; Zorn
et al., 2001; Alcerito, 2002; Devia et al., 2002; Pauletti et al., 2003; Mafioleti et al.,
2013). Magalhaes et al. (2009) identificaram o ferro (38,4 - 115,5 ug g') como o
mineral mais abundante nas folhas secas de A. chica, enquanto 0 magnésio esteve
em evidéncia em infusdes preparadas a partir da folha (45,6 — 63,6%). Medeiros et
al. (2011) verificaram que o extrato hidroalcodlico das folhas de A. chica apresentou

substancias como quinonas e flavonoides.

O primeiro estudo fitoquimico das folhas de A. chica relata o isolamento
da 3-deoxiantocianidina carajurina (Chapman et al., 1927). Posteriormente, Scogin
(1980) e Harborne & Willians (2001) propuseram que a ocorréncia deste raro
pigmento em Bignoniaceae era provavelmente restrita a A. chica. Estudos
posteriores resultaram no isolamento de antocianinas, fito-esterois, 7,4’-di-hidroxi-
5-metaxiflavona e 6,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona (carajuruflavona) (Takemura
et al.,1995).

Williams & Grayer (2004) citaram o isolamento de agliconas destacando-
se a 3-deoxiantocianidina, a 6,7,3’-tri-hidroxi-5-dimetoxiflavilio (1) e a 6,7,3’,4’-tetra-
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hidoxi-5-metoxi-flavilio (2) (Figura 9), provenientes das partes aéreas da A. chica
juntamente com a conhecida 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (carajurina).

Figura 9: Agliconas isoladas das folhas de A. chica.

As antocianinas sdo pigmentos naturais pertencentes a familia dos
compostos fendlicos, da qual também fazem parte os flavonoides e
fenilpropanoides. Apresentam um esqueleto basico C3C6C3, mas diferem dos
demais compostos de sua familia por apresentarem coloracao intensa, um maior
grau de oxidagao e por serem glicosiladas (Harborne, 1967). Devido a sua grande
instabilidade, ou reatividade, raramente sdo isoladas e identificadas.

Componentes de muitas frutas vermelhas e hortalicas escuras (Moon et
al., 2006), as antocianinas desempenham importante papel nas interacées de
insetos com plantas para a polinizacdo e dispersdo de sementes, e também nas
interagbes alelopaticas ligadas a defesa contra insetos predadores. Outros
beneficios apresentados pela classe estdo relacionados as suas propriedades
antioxidantes, por serem carreadores diretos de radicais livres e assim,
desempenharem papel significante no combate a doengas metabdlicas e suas
complicagdes (Kong et al., 2003; Tsuda et al., 2006; Guo et al., 2007; Harris et al.,
2007; Valcheva-Kuzmanova et al., 2007; Zafra-Stone et al., 2007), como na
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prevencao de doencas cardiovasculares, modulacdo da inflamacao, inibicdo da
agregacao plaquetaria, e na prevencgao e progressao do cancer (Volp et al., 2008).

O residuo de agucar, presente nas antocianinas, pode ser facilmente
hidrolisado por aquecimento com HCI 2N (hidrélise acida), resultando em uma
aglicona chamada antocianidina, que em sua estrutura basica apresenta o cation 2-

fenilbenzopirilio.

As antocianidinas mais frequentes na natureza sdo perlagonidina,
cianidina, peonidina, petunidina e malvidina. Os agucares mais encontrados nessas
moléculas sédo a glicose, ramnose, galactose e arabinose (Mazza & Miniati, 1993).
Estes acucares ocorrem como monoglicosideos e triglicosideos substituidos

diretamente na glicona nas posi¢des 3, 5 e 7 (Oliveira, 2001).

Os principais pigmentos da espécie A. chica, sao as
desoxiantocianidinas: 6,7,3’,4’-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio (pigmento1), 6,7- tri-
hidoxi-5-metoxiflavilio (pigmento 2) e 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (pigmento 3

- carajurina) (Figura 10).

OCH3

Pigmento 1 Pigmento 2 Carajurina pig-3

Figura 10: Estrutura quimica dos pigmentos de A. chica.
Pigmento 1: 6,7,3’,4’- tetra-hidroxi-5- metoxiflavilio; pigmento 2: 6,7- tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio; pigmento 3 carajurina: 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio.

Jorge et al. (2008) verificaram que o extrato bruto de A. chica estimulou

o crescimento de fibroblastos, in vitro, de forma proporcional a concentracao
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utilizada e com atividade similar ao controle positivo alantoina. Ja o aumento da
producdo de colageno foi semelhante ao do acido ascorbico. O extrato bruto
demonstrou moderada acao antioxidante, observada através dos ensaios de DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e Folin-Ciocalteau. Além disso, reduziu em 96% a area
cutanea ulcerada apds dez dias de tratamento em ratos (modelos experimentais do
processo de cicatrizacdo), com a aplicacao toépica na concentracao de 100 mg mL-
1. Neste mesmo experimento, a solugdo salina (controle negativo) reduziu somente
em 36% a ferida. Em modelos de ulcera gastrica, em ratos, o extrato bruto de A.
chica, reduziu o indice de lesdes em 90%. Apesar do uso popular em processos
inflamatérios, esse extrato ndo diminuiu os edemas de pata induzidos por
carragenina, ou de orelha induzidos por éleo de créton. Esses resultados permitiram
concluir que o extrato bruto de A. chica possui principios ativos que ativam o
processo cicatricial, através da proliferagéo de fibroblastos e sintese de colageno,
confirmando o uso popular para efeitos cicatrizantes da espécie.

2.4.1.1 - Toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de extratos de
Arrabidaea chica

Siraichi et al. (2013b) reportaram a seguranca da utilizacdo do extrato de
A. chica ou suas fracdes apods testes de toxicidade em pele e mucosa de ratos.
Mafioleti et al. (2013) em um estudo de toxicidade de 30 dias, relataram que
concentragdes do extrato da planta de até 3000 mg mL™, via oral, ndo causaram
qualquer sinal de intoxicacdo aguda em ratos. A administracdao oral por 30 dias
também ndo demonstrou evidéncias de toxicidade subcrénica. In vitro,
concentragdes do extrato que variaram de 3,12 a 200 ug mL', ndo apresentaram
citotoxicidade para células CHO-K1 (células epiteliais do ovario de hamster
chineses) por um periodo de até 72h.

Dos Santos et al. (2013), estudaram o potencial mutagénico genotoxico
e antigenotéxico da fracao cloroférmica do extrato das folhas de A. chica, onde

estavam presentes metabdlitos bioativos. Os estudos envolveram avaliagdes in
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vitro, com o teste da Salmonella, e in vivo, o teste do micronucleo feito a partir da
medula éssea de ratos. Os autores verificaram que a fracdo nao apresentou
qualquer potencial mutagénico ou genotdxico. Dessa forma, pode-se inferir que o
extrato de A. chica é geneticamente seguro para a utilizagcdo em pessoas e animais.

2.5 - Microencapsulacao

Os polifenodis tém despertado grande interesse nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética devido aos potenciais beneficios para a saude que podem
apresentar.

A eficacia ou a eficiéncia desses compostos, como as antocianidinas,
depende de fatores como a via de administracdo, a biodosponibilidade e a
integridade de suas moléculas. A baixa solubilidade e/ou permeabilidade impedem
que sejam bem absorvidos por via oral, apresentando instabilidade no trato
gastrointestinal devido a presenca de enzimas e dos diferentes valores de pH.
Esses compostos podem se oxidar de maneira rapida dependendo das condigdes
ambientais, 0 que provoca a mudanga de seu aspecto para uma cor marrom e a
liberacdo de odores, indicativos muitas vezes da perda de atividade. A partir disso,
cuidados adicionais com relacdo ao processamento industrial, transporte e
estocagem devem ser considerados (Munin & Edwards-Lévy, 2011).

O desenvolvimento de formulagdes que visem a manutencao estrutural
das moléculas ativas de um farmaco, até que seja consumido, administrado ou
absorvido, é essencial para a garantia de sua eficacia e atividade. Nesse contexto,
a microencapsulacao apresenta-se como um dos principais métodos a serem

empregados (Fang e Bhandari, 2010; Munin & Edwards-Lévy, 2011).

A encapsulacdo envolve o recobrimento de um recheio (pequenas
particulas de sélidos, goticulas de liquido ou materiais gasosos) por um material
formador de parede. O objetivo do processo consiste no isolamento da substancia
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de interesse, protegendo-a de condi¢cées adversas como oxigénio, luz e umidade, e
aumentando-se a vida util do produto (Sparks, 1981; Shahidi & Han 1993).

Pode-se citar como objetivos da encapsulagdo de compostos ativos
(Munin & Edwards-Lévy, 2011):

- protegdo de compostos sensiveis as condi¢des ambientais diversas

(oxigénio, umidade, luz, etc.);
- protec&o dos usudrios contra efeitos colaterais do composto;
- camuflagem de aromas, cores ou sabores presentes nos compostos;
- modificacao da densidade de um liquido;
- transformacao de um liquido em sélido;
- isolamento de dois compostos incompativeis que devem coexistir;
- promocgao de uma liberagédo controlada do composto ativo;

As microcapsulas séo particulas com didmetro entre 0,2 e 500 uym, sendo
que seu material de parede atua como um filme protetor, podendo formar
membranas continuas ou porosas de diferentes tamanhos e formatos, de acordo
com o processo € 0 encapsulante utilizados (Salib, 1997; Ré, 2000). A arquitetura
define as microcapsulas do tipo reservatério, onde o nucleo fica concentrado
préximo ao centro e é rodeado por um filme continuo, ou do tipo matriz, onde o

nucleo é disperso uniformemente pela mesma (Ré, 1998).

InUmeras técnicas permitem microencapsular um material ativo, dentre
elas um método fisico denominado atomizacao (spray drying) (Jackson & Lee, 1991;
Risch & Reineccius, 1988; Shahidi & Han, 1993). Segundo Wendel & Celik (1998),
Filkova & Mujumdar (1995), embora o spray drying seja uma tecnologia inicialmente
cara, em razao do alto custo do equipamento, muitas sdo as razées pelas quais ela

é muito utilizada.
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2.5.1 - Atomizacao (spray drying)

A técnica de spray drying € responsavel pelo crescimento dos produtos
fitofarmacéuticos devido a sua tecnologia em secagem de extratos. Mais de 70%
dos 512 medicamentos fitoterapicos registrados no Brasil, sdo formas farmacéuticas
sélidas (Carvalho et al., 2008). Os extratos vegetais secos apresentam muitas
vantagens, como a manutencdo da estabilidades quimica, fisico-quimica e
microbioldgica além da facilitagdo da padronizagao e concentragao dos compostos
ativos (Oliveira e Petrovick, 2010).

O método de secagem por atomizacdo (ou spray drying), pode ser
definido como a transformacao de um material fluido (solucdo, dispersédo ou pasta)
para uma particula seca na forma de p6 (Ré, 1998). O processo € continuo e
envolve as etapas de formacdo de uma emulsdo (ou suspensdo) do agente
encapsulante com o material ativo, atomizacdo em camara de secagem contendo
ar quente circulando (ar ou nitrogénio) e a evaporagao do solvente e consequente
secagem das goticulas atomizadas (Jackson & Lee 1991; Shahidi & Han, 1993)
(Figura 11). A rapida evaporacao provocada pela técnica mantém a temperatura
das goticulas relativamente baixas, sem afetar o produto final (Filkova & Mujumdar,
1995; Ré, 2000). O equipamento utilizado na técnica é o spray dryer, amplamente
empregado para a obtencdo de microcapsulas e de simples utilizagdo. Maior
produtividade pode ser obtida ajustando-se as varidveis do processo, entre estas:
temperatura do ar de entrada e saida, fluxo de ar ou fluido de arraste, distribuicao
de temperatura e umidade (Filkova & Mujumdar, 1995).
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Figura 11: Esquema representativo do processo de spray drying
(adaptado de Munin & Edwards-Lévy, 2011).

2.5. 2 - Material formador de parede

A selecdo do material formador de parede (agente encapsulante)
depende de uma série de fatores como a nao reatividade com o material a ser
encapsulado, as propriedades fisico-quimicas do material (massa molar,
solubilidade e difusibilidade), o processo utilizado para fabricagdo das
microcapsulas e a aplicacao final destas (Jackson & Lee, 1991). Carboidratos,
celuloses, lipidios, proteinas, gomas e quitosana, extraida da casca de crustaceos
(Suave, 2006) sao exemplos de materiais que podem ser empregados na
microencapsulacao de compostos, sendo que a goma arabica e a maltodextrina sdo

os mais utilizados.

A goma ardbica € um exsudato obtido do tronco e dos ramos de duas
espécies de Acacia da regiao subsaariana, em especial Acacia senegal L, ap6s
sofrerem algum dano. Essa resina natural, de coloragéo variando de amarelo a
cinza claro, € composta por polissacarideos e glicoproteinas, e vastamente utilizada

como material encapsulante devido a sua excelente propriedade emulsificante,
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estabilizante e de protecao contra oxidagéao (Robbers et al., 1997; Buffo et al., 2001)
(Figura 12).

Figura 12: Goma arabica.

Fonte: http://www.insumos.com.br/aditivos_e_ingredientes/materias/222.pdf

As maltodextrinas, por sua vez, sao produtos da hidrélise acida ou
enzimatica do amido de milho que resultam em polimeros de glicose
(polissacarideos) (Figura 13): a(1-4)-linked D-glucose, disponiveis como solidos
brancos ou solu¢des concentradas. Sao bastante hidrossollveis e higroscépicas, e
se armazenadas em ambientes com alta umidade, suas particulas se aglutinam e
passam da condigao de “sélido” para “gel de sorgao” (Radosta et al.,1989). Dentre
as suas principais caracteristicas tém-se: excelente protecao contra oxidacao de
volateis encapsulados, auséncia de capacidade emulsificante, baixa retencédo de
volateis e protecao termal, este Ultimo essencial para a preservacdao das
antocianinas durante o processo de encapsulacdo (Inglett et al., 1988;
Reineccius,1991; Ré,1998; Munin & Edwards-Lévy, 2011). Propriedades fisicas
como a boa solubilidade e baixa viscosidade em altas concentracdes sélidas,
permitiram bons resultados em seu emprego como agente microencapsulante
formado através de spray drying, como 0s pos higroscépicos de sucos de fruta
(Reineccius, 1991; Goubet et al., 1998; Cano-Chauca et al., 2005; Wang & Zhou,
2011; da Costa et al., 2012).
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Figura 13: Estrutura quimica da maltodextrina.

Fonte: http://pt.wikipedia.org/

Utilizadas sozinhas ou em combinacdo com outros materiais para o
processamento de comidas, extratos vegetais, aditivos aromaticos, carotenoides e
vitaminas, as maltodextrinas sdo o material de revestimento mais empregado para
0s compostos antocianicos utilizados em alimentos (Pierucci et al.,, 2007; Bae &
Lee, 2008; Sadeghi et al., 2008; Cavalcanti et al. 2011). No entanto, a sua baixa
temperatura de transicao vitrea (temperatura na qual um sélido amorfo, como o
vidro, fica macio com o aquecimento e quebradico com o resfriamento e que permite
a formacao de cristais com o aumento da temperatura), pode proporcionar a ruptura
da integridade da matriz da parede, e produzir aglomerados de pos

micropartuculados (Bae & Lee, 2008; Drusch et al., 2006; Sansone et al., 2011).

Apesar das vantagens apresentadas pela maltodextrina na encapsulacao
de compostos antocianicos, ha a possibilidade de degradacéo dos produtos durante
0 periodo de armazenamento. Assim € necessario que a maltodextrina, como
formadora de parede, seja utilizada de maneira mais eficiente (Sansone et al.,
2011), o que pode ser proporcionado misturando-a a diferentes agentes
encapsulantes (Ré 1998; Fernandes et al., 2008; Bae & Lee, 2008), sendo a goma
arabica o principal deles (Munin & Edwards-Lévy, 2011). Os resultados obtidos por
Thevenet (1995) indicaram que a mistura de goma arabica e maltodextrina foi quase
tdo vantajosa quanto a goma ardbica pura para estabilizacdo oxidativa de 6leo

essencial de laranja. Pirocianidinas de sementes de uva tém sido encapsuladas com
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mistura de goma ardbica (40%) e maltodextrina (60%) com bons resultados de
formacao de microcapsulas e manutencdo da estabilidade do composto ativo
(Zhang et al., 2007).

2.6 - Estabilidade de fitoterapicos

A estabilidade é definida como o “tempo durante o qual a especialidade
farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente, mantém dentro
dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas
condicOes e caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricagao (Silva
et al., 2009)".

A alta complexidade das moléculas fitoterapicas faz com que suas
formulagbes apresentem uma maior tendéncia a alteragbes fisicas e quimicas.
Nesse contexto, a andlise da estabilidade de uma formulacédo é essencial para a
determinacao de condicdes de estocagem e tempo de validade (Kopleman e
Ausgsburger, 2001).

Medicamentos sdo formados por um ou mais compostos ativos,
excipientes e veiculos que estao sujeitos a reagirem entre si. Alteracdes de cor,
odor e sabor muitas vezes sao caracteristicas de determinados fitoterapicos, e por
isso devem ser cuidadosamente avaliados em um estudo de estabilidade (Veiga
Junior, 2005).

No Brasil, a reponsabilidade em garantir a seguranca, a qualidade e
eficacia dos produtos previamente a sua comercializacdo e/ou importacdo é da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse 6rgao também rege
normas para os estudos de estabilidade, importantes na determinacéo de condi¢des
de armazenamento e prazo de validade dos farmacos. De acordo com a RE 01/2005
(Brasil, 2005), sdo preconizados trés tipo de estudos mandatérios para o registro de
medicamentos pela ANVISA:
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- Estudo de estabilidade acelerado: as amostras s&o acondicionadas em
sua embalagem primaria e submetidas a temperatura de 40 °C e umidade relativa
(UR) de 75%. A UR deve ser controlada para o caso de embalagens semi-

permeaveis, 0 que nao é necessario para embalagens impermeaveis;

- Estudo de estabilidade de longa duragéo: objetiva a confirmagéo de
prazos de validade e condi¢gdes de armazenamento ou a recomendacao de tais
parametros. A temperatura deve ser mantida a 30 °C, as condi¢des de umidade sao
as mesmas do estudo de estabilidade acelarado e o tempo deve ser determinado
de acordo com o prazo de validade que deve ser consolidado;

- Estudo de estabilidade de acompanhamento: verifica se as
caracteristicas do medicamento mantém-se de acordo com as demonstradas no

estudo de longa duracao. O intervalo de realizacéo é de 12 meses.

Durante os estudos as amostras devem ser removidas das condi¢des
propostas de armazenamento em tempos pré-determinados, para serem entdo
analisadas. Empregam-se avalia¢des de doseamento, quantificacao de produtos de
degradacao, dissolucao e pH (quando aplicaveis) (Brasil, 2005).

Os efeitos tipicamente envolvidos na degradagdo de farmacos e
avaliados em testes de estabilidade, sao (Silva et al., 2009):

- Hidrdlise: a agua € um dos principais catalisadores de reacbes de
degradacao. Muitos farmacos sdo instaveis em meio aquoso, 0 que exige o
desenvolvimento de formulacdes para que a estabilidade e forma farmacéutica final
sejam mantidas. O monitoramento e avaliagdo do pH do meio também é importante
durante a avaliagdo de condi¢des de instabilidade de produtos, j& que os ions
hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de degradacao;

- Oxidacao: responsavel pela instabilidade de farmacos, principalmente
esterdides, antibidticos, vitaminas, 6leos e gorduras. A oxidagao envolve a remogao

de um atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adicdo de um &tomo

36



eletronegativo ou radical. Esse processo muitas vezes ocorre em cadeia, sob

influéncia do oxigénio molecular, o que € denominado auto-oxidacao;

- Fotdlise: iniciada apo6s a absorgéo de radiagao eletromagnética emitida
por uma fonte, por exemplo a luz solar. Grande parte dos medicamentos apresenta
maxima absor¢ao no espectro eletromagnético na regido ultravioleta (UV), que pode
fotolizar e/ou degradar muitas ligacbes quimicas. O conhecimento da
fotoestabilidade dos principios ativos dos farmacos que serdo produzidos é
essencial na garantia de sua estabilidade e auséncia de toxicidade (Moriwaki et al.,
2001). Os produtos farmacéuticos podem ser protegidos da decomposicao pela luz
através do armazenamento em ambiente escuro ou em recipientes de vidro colorido.
Os vidros de cor ambar filtram comprimentos de onda luminosos menores que 470
nm, oferecendo protecéo contra raios UV (ICH, 1996).

A partir dos estudos que demonstraram a efetividade do extrato de A.
chica em induzir além da proliferagéo de fibroblastos in vitro, um efeito cicatricial
epitelial in vivo (Jorge et al., 2008), este trabalho visou o estudo destes efeitos em
uma situacdo mimetizadora, in vitro, da osteonecrose maxilar induzida por
bisfosfonatos. Assim, houve a introdu¢cdo em meio de cultura celular de um
bisfosfonato como o &cido zoledrénico, muitas vezes combinado ao extrato de A.
chica e o estudo da viabilidade celular de queratindcitos, fibroblastos e osteoblastos.
A microencapsulagdo do extrato em material formador de parede constituido de
goma arabica com maltodextrina (1:1), foi avaliada como uma possivel alternativa
para auxiliar na preservagdo das antocianidinas em condi¢cdes drasticas de
armazenamento (40 °C; 75% UR) e/ou para proporcionar uma melhora das acoes
farmacolégicas de A. chica.
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3 PROPOSICAO

Objetivo geral

Obtencdo de dados pre-clinicos de um potencial medicamento
fitoterapico a base do extrato de Arrabidaea chica para o tratamento de feridas de

osteonecrose induzida por bisfosfonatos.

Objetivos especificos

Avaliagdo in vitro da atividade do extrato bruto padronizado de
Arrabidaea chica Verlot sobre a viabilidade de queratindcitos, fibroblastos e
osteoblastos influenciados por bifosfonato.

Avaliagdo in vitro da atividade do extrato bruto padronizado de
Arrabidaea chica Verlot sobre a viabilidade de células tumorais.

Avaliacdo do crescimento de bactérias da cavidade oral (Streptococcus
mutans) tratadas com bisfosfonato ou com o extrato bruto padronizado de
Arrabidaea chica Verlot ou combinacdes dos dois tratamentos.

Producéo de extratos hidroalcodlicos padronizados de Arrabidaea chica

Verlot microencapsulados e a avaliacao de sua estabilidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Estudo Fitoquimico:

Os procedimentos fitoquimicos e analises foram realizados na Divisao de
Quimica de Produtos Naturais do CPQBA - UNICAMP sob supervisao da Profa. Dra.
Mary Ann Foglio. Os monitoramentos analiticos dentro do projeto de pesquisa foram
realizados em colaboragdo com a doutoranda llza Maria Oliveira Sousa.

4.1.1 - Obtencao do Material Vegetal:

Foram utilizadas folhas de Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) Verlot
(Figura 14) disponiveis no Banco de Germoplasma do acesso 06 (exsicata 1865)
do CPQBA - UNICAMP, localizado no municipio de Paulinia (22° 45’ 00”Sul e
47°10'21”Oeste), estado de Sdo Paulo. Folhas das partes inferior, média e superior
foram coletadas, procurando-se obter uma amostra representativa das diferentes
partes da planta. O material vegetal foi identificado e classificado pela curadora Dra.
Glyn Mara Figueira da colecao de plantas medicinais e aroméaticas (CPMA — CPQBA
— UNICAMP). O uso de material apresenta autorizacdo de acesso dentro do
processo numero 010150/2012-9 de 16/04/2012 emitido pelo CGEN (Conselho de
Gestao do Patrimbnio Genético) — IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e

dos Recursos Naturais Renovaveis).

Figura 14: Exemplar de Arrabidaea chica Verlot, cultivado no campo
experimental do CPQBA/UNICAMP

Fonte: Dra. Michelle Pedroza Jorge, 2013.
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4.1. 2 - Secagem e moagem do material vegetal

As folhas foram secas em estufa a 40 °C com ventilacao forcada (marca
Fabbe) durante 48 horas. Posteriormente, foram moidas em moinho tipo martelo
(marca Stephen, modelo UM 40) com peneira de 40 mesh. O produto foi embalado
(Figura 15) em laminado composto por filme interno de polipropileno, revestido por
uma camada aluminio opaca, com a finalidade de proteger o material vegetal da
acdo deteriorante proveniente da luminosidade externa, oxigénio e umidade. O
processo de embalagem foi realizado no Instituto de Tecnologia em Alimentos
(ITAL) Campinas.

Figura 15: Processo de secagem e moagem das folhas de A. chica.

A) Estufa onde as folhas de A. chica foram secas durante 48 h. B) O moinho do tipo
triturador de facas utilizado. C) Folhas secas de A. chica. D) embalagem contendo 1 kg de planta

moida empacotada a vacuo.

Fonte: Acervo laboratério de Quimica de Produtos Naturais CPQBA-Unicamp.

4.1. 3 - Preparo dos Extratos Vegetais:

O processo de extracdo seguiu o protocolo metodolégico descrito por
Oliveira (2001). As folhas coletadas em abril de 2010 foram as utilizadas para a
producao dos extratos, e apds secas, foram moidas e embaladas a vacuo.
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O material vegetal seco e moido foi extraido com solugdo etanol/H20
70/30 (etanol comercial CHEMCO), acidificada com 0,3% de &cido citrico (marca
Synth), na proporcao de 1:5 (p/v). Repetiu-se o processo por 3 vezes de 1,50 h
cada. Apés a filtracdo do material vegetal, o solvente foi concentrado, sob vacuo e
protegido da luz, até reducédo de 80% do volume final. O pH do extrato bruto foi
fixado para aproximadamente 6,50 - 7,00 utilizando hidréxido de amonio (Merck®).

O extrato foi dividido em duas aliquotas, sendo uma diretamente
submetida a secagem em spray dryer e a outra microencapsulada com uma mistura
de goma arabica com maltodextrina (1:1) e posteriormente processada em spray

dryer (Figura 16).

1kg de planta

seca e moida + 70% etanol 0,3% 3 maceragdes de Concentragdo sob vacuo
acido citrico 1:5 (v/v) 1,5 h cada até reducdo em 80% do
volume

Secagem do extrato
bruto sem encapsular

Microencapsulagdo:
20% extrato bruto

80% goma arabica com
maltodextrina (1:1)

Biichi B-290 mini (#4:1 material formador de
parede/extrato bruto) e tween 80
spray dryer

+ NH,OH
pH 6,5 - 7,0

Figura 16: Esquema da extragdo de antocianinas de folhas de A. chica
para obteng&o do extrato bruto microencapsulado.
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4.1. 4 - Analise de peso seco e perdas por dessecacao dos extratos bruto e/ou

microencapsulado

Os pesa-filtros utilizados foram mantidos em estufa (Precision modelo
28) a 105 °C por 1 h e entdo, transferidos para um dessecador até atingirem a
temperatura ambiente e terem o peso aferido através de balanga analitica (Mettler
AB204). Incorporaram-se os extratos brutos ou microencapsulado de A. chica,
utilizando-se o mesmo volume por frasco. Os pesa-filtros foram colocados em estufa
a 105 °C onde permaneceram por 4 horas. Apds esse periodo, os frascos foram
transferidos para o dessecador até que a temperatura ambiente fosse atingida,
permitindo a afericdo do peso em balanca analitica até a obtengdo de valores
constantes. A andlise por dessecacao foi realizada previamente e posteriormente
ao processamento dos extratos em spray dryer.

4.1. 5 - Condicoes do Spray Dryer para processar os extratos brutos de
Arrabidaea chica Verlot

Estes estudos foram realizados na divisdo de Quimica de Produtos
Naturais do CPQBA-UNICAMP, sob supervisdo do prof. Dr. Rodney Alexandre

Ferreira Rodrigues.

Sem encapsular (extrato bruto ou livre)

Para a secagem do extrato foi empregado um Spray Dryer (Blchi, Suica,
B-290 com /oop inerte B-295), nas condi¢cbes operacionais descritas na Tabela 1
(Rodrigues, 2004). O processamento foi realizado utilizando-se o extrato com uma
proporcéo de 30% agua / 70% etanol, em uma atmosfera de nitrogénio. O material
obtido foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), com o objetivo de verificar a influéncia desse

processo na concentragédo das trés desoxiantocianidinas.
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Tabela 1: Condigdes do processamento de secagem por spray drying do

extrato bruto de Arrabidaea chica Verlot.

Variaveis

Valores pré determinados

Solvente do extrato
Proporgéo Etanol: H20
Temperatura do ar de entrada (°C)

Temperatura de unidade de refrigeragéo (°C)
Vazao de bombeamento do liquido (mL/min)
Vazéao de nitrogénio (L/h)

Bico injetor (mm)

Excipiente

Etanol:H20
70:30
90
10

20

600
2,2

sem excipiente

Extrato Bruto Microencapsulado:

A partir do calculo do peso seco do extrato de A. chica, determinou-se a

quantidade de agente encapsulante, na proporgéo 4:1 (p/p) (Rodrigues, 2004), que

foi incorporada. Posteriormente, esse sistema foi homogeneizado no dispersor

marca Quimis modelo Q-252-28 por aproximadamente 3 minutos na rotagdao 14000

rpm.

As microcapsulas foram produzidas pelo método de atomizacao por

Spray Dryer (Blchi, Suica, B-290 com loop inerte B-295), nas condicdes

operacionais baseadas em Rodrigues (2004) (Tabela 2).
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Tabela 2: Condigbées do processamento de microencapsulacao (goma
arabica com maltodextrina 1:1) por spray drying do extrato bruto de Arrabidaea chica

Verlot.
Variaveis Valores pré-determinados
Extrato bruto seco: matriz encapsulante (p/p) 20:80
Solvente H20
Temperatura do ar de entrada (°C) 160
Temperatura de unidade de refrigeracao (°C) 10
Vazao de bombeamento do liquido (mL/min) 20
Vazao de nitrogénio (L/h) 600
Bico injetor (mm) 2,2

4.1. 6 - Afericao do pH

Amostras dos extratos bruto e microencapsulado de A. chica foram
pesadas em balanca analitica para o preparo de uma solucao 1% p/v dissolvidas
em H20 ultrapura. Utilizou-se um pHmetro (Micronal), previamente calibrado em pH
4,00 e 7,00 a temperatura ambiente.

4.1. 7 - Estudo de estabilidade

Os extratos microencapsulado e bruto foram aliquotados no interior de
frascos de vidro &mbar com batoque e tampa rosqueavel (5 g/frasco) (Figura 17A).
Esses frascos foram colocados em uma camara climatica (Tecnal modelo TE-4003)
(Figura 17B), onde as condi¢des de temperatura e umidade relativa de equilibrio
(UR) foram mantidas constantes em 40 °C £ 2 °C e 75% UR + 5% UR,
respectivamente, conforme estabelecido pela ANVISA (RE 01/2005) para o estudo

46



de estabilidade acelerada. A andlise dessas amostras foi realizada para os tempos
0, 15, 30, 60, 90, 120 e 180 dias.

—_— 4 " ¥
A B
Figura 17: A) Frasco de vidro ambar com batoque e tampa
rosqueavel. B) Céamara climatica (Tecnal modelo TE-4003).

4.1. 8 — Analises quimicas

O monitoramento das fracdes de A. chica coletadas foi feito através de
cromatografia em camada delgada (CCD), posteriormente ao isolamento do padréao
carajurina. As amostras também foram submetidas a analise por CLAE-DAD, apés
a prévia limpeza e extracdo das antocianinas (extrato bruto sem e

microencapsulado).

4.1. 9 - Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras microencapsuladas foram fixadas com fita dupla face em
stubs e inseridas em camara de revestimento (Sputter Coater Balzers SCD 050),
para receberem fluxo de argbnio (40 segundos) e posterior banho de ouro, durante
180 segundos. AplOs esta etapa, foram eletromicrografadas em microscopico
eletrénico de varredura (JEOL- JSM-5200) sob aceleracao de 10 kv, e suas imagens
digitalizadas para observacdo. Essa analise foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da UNICAMP.
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4.2 - Testes de atividade farmacolégica in vitro

Os estudos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-
UNICAMP protocolo n® 008/2012.

4.2 .1 — Culturas celulares

Células epiteliais, osteoblastos e células de cancer de préstata foram
utilizadas nos estudos farmacologicos. Os experimentos com queratindcitos
(HaCaT) foram realizados no no laboratério de Farmacologia e Toxicologia do
CPQBA-Unicamp, enquanto os experimentos que envolveram fibroblastos (PT64-
04HF), osteoblastos (MC3T3-E1) e células tumorais (C4-2B), foram conduzidos no
laboratério de cultura de células do Departamento de Ciéncias Basicas e Biologia
Craniofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade de Nova York (College
of Dentistry — New York University — NYU - Sala 921-B).

4.2. 1.1 - Queratinocitos humanos

Queratindcitos humanos HaCaT - linhagem imortalizada (CLS - Cell
Lines Service, numero 300493), foram mantidos em estufa a 37 °C e 5% CO2 em
atmosfera Umida, e cultivados em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Gibco®), enriquecido com 5% Soro Fetal Bovino (SFB), 100 U mL-

! de penicilina e 100 pg mL™ de estreptomicina.

4.2. 1.2 - Fibroblastos gengivais humanos

Fibroblastos gengivais humanos primarios, PT6404-HF passagens de 5

a 8, foram gentilmente doados pelo Dr. Peter G. Sacks da Faculdade de Odontologia

da Universidade de Nova York. As células foram mantidas em estufa a 37 °C e 5%

CO2 em atmosfera Umida, e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (DMEM; Gibco®) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB;
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Atlanta biologicals®), 100 U mL"" de penicilina, 100 pug mL' de estreptomicina e 250
ng mL" Fungizone (anfotericina B; Gibco®).

4.2. 1.3 - Pré-osteoblastos da calvaria de rato

Pré-osteoblastos originarios do osso calvario de ratos MC3T3-E1
(American Type Culture Collection - ATCC® CRL-2593™) foram gentilmente doados
pelo Dr. Seiichi Yamano da Faculdade de Odontologia da Universidade de Nova
York. As células foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% CO2em atmosfera umida,
e cultivadas em meio de cultura Minimum Essential Medium Alpha (Alpha-MEM;
Gibco®) enriquecido com 10% SFB, 100 U mL-' de penicilina e 100 pg mL"' de

estreptomicina.

4.2. 1.4 — Células humanas originarias de cancer prostata

Células humanas de céancer de préstata com caracteristicas
osteoblasticas, C4-2B, foram gentilmente doadas pela Dra. Xin Li da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Nova York. As células foram mantidas em estufa a
37 °C e 5% CO2 em atmosfera Umida, e cultivadas em meio de cultura Rosewell
Park Memorial Institute (RPMI; Gibco®) 1640 enriquecido com 10% SFB, 100 U mL-
1 de penicilina e 100 ug mL' de estreptomicina.

4.2. 1.5 - Concentracoes celulares

As concentracdes de células utilizadas para os experimentos foram
escolhidas de acordo com dados apresentados na literatura (Jorge et al., 2008),
exceto para a linhagem HaCaT, cuja concentracdo para uma confluéncia de 80%
(células/compartimento), foi definida apds a realizacao de curva de crescimento.

a) HaCaT: 4x10* células/mL b) PT64-04HF: 4x10* células/mL
c) MC3T3-E1: 5x10% células/mL  d) C4-2B: 5x10* células/mL
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O volume de células inoculado foi de 100 puL/compartimento, em placas
de 96 compartimentos; e 700 pL/compartimento, em placas de 12 compartimentos.

4.2. 2 - Amostras e substancias testadas:
As seguintes amostras foram testadas:

AC: extrato bruto padronizado hidroalcoodlico de Arrabidaea chica;
MAC: extrato bruto padronizado hidroalcodlico de Arrabidaea chica
microencapsulado em goma arabica com maltodextrina (1:1);

ZA: &acido zoledrénico 10 uM.

4.2. 2.1 - Preparo dos extratos vegetais para incorporacao em cultura celular

Em um frasco eppendorf, foram pesados 5 mg de A. chica livre ou 20 mg
do extrato microencapsulado, e incorporados a 50 pL de dimetilsufoxido (DMSO).
Adicionou-se 950 uL do meio de cultura correspondente as células do experimento,

e a solucao formada foi considerada a “solugao-mae” para as futuras diluigdes.

4.2. 3 — Protocolos experimentais

4.2.3.1 — Simulacao de condicao clinica de tratamento com o extrato de A.
chica previamente, posteriormente ou concomitante a administracao de acido
zoledronico

Para a simulagao de um tratamento preventivo ou posterior a terapia com
bisfosfonatos, o extrato bruto de A. chica foi incorporado em cultura celular 24 h
previamente ou posteriormente ao tratamento com &acido zoledrénico. A condigéo

de co-tratamento envolveu a incorporacao simultanea de ambos.
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4.2. 3.2 — Aplicacao das amostras e tempos de avaliacao

O tempo de 24 h que envolveu a etapa de inoculacdo e adesao celular
nas placas-teste, foi padrao para todos os experimentos e desconsiderado na
indicacao dos tempos de tratamento.

A maneira como os tratamentos foram introduzidos nos compartimentos
também foi avaliada: ou aplicando-se o primeiro tratamento com a metade do
volume proposto para completar-se o volume total final apds a adigdo do segundo
tratamento (Figura 18A); ou em cada etapa distinta de tratamento, trocou-se todo o
meio de cultura (Figura 18B).

24h 48h
Aplicacdo Aplicacdo Leitura
dos dos
tratamentos tratamentos

100uL \ | IDOUL\
A) —3 —

100ulL 200uL 200uL
Adicdo de meio de
cultura/tratamento

200uL \ ZUUUL\ /200uL
& - — =

200uL 200uL 200uL
troca de meio de
cultura/tratamento

Figura 18: Esquema representativo do tratamento das células por um
periodo total de 72 h.

Tratamento das células adicionando-se (A) ou trocando-se (B) um novo meio de

cultura/tratamento no tempo t24 h (placa de 96 compartimentos, volume final de trabalho de 200 pL).
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4.2. 3.3 — Métodos de avaliacao da viabilidade celular

A maioria dos experimentos que avaliaram a viabilidade celular foi
realizada em placas de 96 compartimentos, utilizando-se um volume de trabalho de
200 plL/compartimento. Em placas de 12 compartimentos esse volume foi 1,6
mL/compartimento. O método escolhido para a quantificacéo de células viaveis foi

a leitura da absorbancia de agentes colorimétricos incorporados ao meio celular.

Viabilidade e proliferacao celular: sulforrodamina B

Esse protocolo foi utilizado somente em experimentos que envolveram a

linhagem celular de queratinécitos HaCaT.
Solucbes utilizadas:
- 50% &cido tricloro acético (TCA);
- sulforrodamina B;
- 1% acido acético;
- Trizma base (Sigma®).

As células foram fixadas com 50 plL/compartimento de acido
tricloroacético 50% e mantidas durante 1 h a 4 °C. Posteriormente as placas foram
lavadas em agua (para a remoc¢ao dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos
secundarios) e apés completamente secas (temperatura ambiente), foram coradas
com 50 uL de sulforrodamina B 0,4% (p/v) dissolvidas em acido acético 1%, e
mantidas por 15 min em temperatura ambiente. A remog&o dos excessos do corante
foi feita com acido acético 1% e secagem da placa em temperatura ambiente. Ao
final do procedimento, adicionou-se 150 pL de Trizma base (Sigma®), para a leitura
da absorbancia em leitor de microplacas, em comprimento de onda a 540 nm
(SpectraMax® 190, Absorbance Microplate Reader; SoftMax® ProData Acquisition
& Analysis Software, Molecular Devices' industry) (Figura 19).
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Acido tricloroacético Lavagem Sulforrodamina:
50%: fixacSo das células com agua coloragdo proteica

540nm Secagem em temperatura Lavagem com acido
ambiente acetico 1%

Figura 19: Esquema representativo da coloragdo com sulforrodamina B

e leitura de absorbancia.

Viabilidade celular: cristal de violeta

Esse protocolo foi utilizado em experimentos que envolveram as
linhagens celulares de fibroblastos (PT64-04HF), osteoblastos (MC3T3-E1) e
células de cancer de préstata (C4-2B).

Protocolo da Universidade do Kansas — Medical center
Solugdes utilizadas:

- Tampéo fosfato-salino (PBS - Gibco®)

- 0,05% cristal de violeta diluido em agua destilada.

O meio de cultura foi removido dos pocos de células, para a adi¢cao de
200 pL/poco (placa de 96 pocos) de tampao fosfato-salino a temperatura ambiente.
Apoés aremogéo do PBS, a solugéo de cristal de violeta foi adicionada e permaneceu

em contato com as células por 10 minutos. O corante foi entdo removido, e a placa
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lavada por 2 vezes em agua de torneira. A secagem ocorreu em temperatura

ambiente, durante 24 h (Figura 20).

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas
(SpectraMax® Plus 384, Absorbance Microplate Reader; SoftMax® ProData
Acquisition & Analysis Software, Molecular Devices' industry), comprimento de onda
a 562 nm, ap6s a adi¢do de 100 pL/poco (placa de 96 pocgos) de 1% SDS (dodecil

sulfato de so6dio).

Remocdo do
corante com agua

/

Lavagem das células Adicéo de Cristal de
com PBS Violeta

o =i
| 4
g-e Secagem da placa
em temperatura
Leituras a 562nm Adicéo de 1% SDS ambiente

Figura 20: Esquema representativo da coloracdo com cristal de violeta e

leitura de absorbancia.

Calculos de viabilidade celular

Os dados obtidos foram transferidos para uma planilha do Excel e
convertidos em graficos. Com os valores de absorbancia, foi calculada a
porcentagem de viabilidade celular para cada uma das concentragdes testadas,

considerando-se:
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% Viabilidade = Ta/ T1x100.

Onde:
Ta = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia do branco
da amostra;

T1 = absorbancia da suspensao celular sem tratamento.

4.2. 3.4 — Métodos para avaliacao de morte celular por apoptose

Citometria de fluxo

Realizada em células submetidas aos tratamentos em placas de 12

compartimentos.

Equipamento BD FACSort®

Utilizado para os testes que envolveram fibroblastos e osteoblastos
(PT64-04HF e MC3T3-E1). Os marcadores foram a Anexina V-FITC Biot Staining
(Annexin V Pacific Blue™ Conjugate — Molecular Probes®) e o corante de DNA 7-
AAD (Molecular Probes®) de acordo com o seguinte protocolo:

O meio de cultura de cada compartimento foi removido e armazenado em
tubos falcon devidamente identificados. As células foram lavadas com 0,8 mL de
tampao fosfato-salino (PBS) para posterior aplicagdo de Accutase™ Cell
Detachment Solution por até 1 minuto. A neutralizacdo do agente (Accutase™) foi
feita com adicéo de 0,8 mL de meio de cultura contendo SFB 10%. As células foram
entdo centrifugadas (1200 rpm, por 4 minutos a 4 °C) duas vezes com PBS gelado
e ressuspendidas com 1x Binding Buffer, atingindo concentragdo maxima de 1x108
células/mL. Transferiu-se 100 pL da solucao para tubo facs de 5 mL onde adicionou-

55



se 5 pL de anexina V-FITC. Os tubos foram levemente agitados com vértex e
incubados em temperatura ambiente (TA), protegidos de luz por 15 minutos.
Adicionou-se 500 pL de Binding Buffer e as células foram novamente centrifugadas
(1200 rpm, por 4 minutos a 4 °C) e ressuspendidas com 100 uL da mesma solucéo.
Incorporou-se 5 pL de 7-AAD, e os tubos foram levemente agitados com vértex e
incubados por 15 minutos em TA, protegidos da luz. Adicionou-se 400 pL de Binding
Buffer para a leitura e andlise em citdbmetro de fluxo, realizada em 1 h apés a

preparacao das células.

Equipamento Guava® EasyCyte Mini

Utilizado para os testes que envolveram os queratinécitos (HaCaT). O kit
para verificacdo de apoptose utilizado foi o “The Guava Nexin® Annexin V Assay”

de acordo com as recomendagdes do fabricante:

O meio de cultura aspirado foi armazenado em tubos falcon devidamente
identificados de acordo com as amostras. Adicionou-se 0,8 mL/compartimento de
PBS, aspirou-se e entdo aplicou-se 0,8 mL de 0,25% tripsina/EDTA por até 5
minutos. A neutralizacao da tripsina/EDTA foi feita com adicdo de 0,8 mL de meio
de cultura contendo 10% SFB. As células foram centrifugadas (24 °C, 2500 rpm),
durante 5 minutos. Os tubos foram vertidos para a remogéao do meio sobrenadante,
restando cerca de 50 pL de meio em cada tubo. Adicionou-se 100 uL de novo meio
de cultura contendo 10% SFB. O conteudo de cada tubo falcon foi transferido para
eppendorfs de 1,5 mL onde foi adicionada a solugéo contendo o reagente (Anexina
V e 7-AAD). Os tubos foram armazenados durante 20 min em ambiente escuro e

TA, para posterior leitura imediata das amostras em citdmetro de fluxo.

Caspase 3/7 Glo®

O kit Caspase 3/7 Glo® foi utilizado de acordo com as recomendagdes

do fabricante para avaliagdo da ativacdo de caspases 3 e 7 conjugadas:
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O tratamento foi realizado em uma placa de 96 compartimentos opaca,
de cor branca onde 100 uL de Caspase-Glo 3/7 Reagent foi adicionado para cada
100 pL de volume de trabalho utilizado. A placa foi encoberta com papel aluminio e
apoés agitagao durante 30 segundos a 300 rpm, incubada em temperatura ambiente
por 1,5 h. A luminescéncia foi aferida em equipamento especifico (GloMax® Multi
detection system Promega®).

4.3 - Experimentos com bactéria da cavidade oral

A atividade do acido zoledrénico e do extrato de A. chica foi avaliada
através de experimentos determinantes de concentracdo inibitéria minima (CIM),
em bactérias da cavidade oral Streptococcus mutans (UA159 - ATCC 700610),
passagens 6-15, cultivadas em meio agar-BHI (infusdo de cérebro e coracao-
DIFCQ®), e incubadas em estufa (5% CQO2 a 37 °C em atmosfera imida).

4.3. 1 - Desenho experimental das avaliacbes de concentracao inibitéria
minima (CIM)

Inoculou-se 3-4 colénias de S. mutans em um tubo Falcon (15 mL)
contendo 5 mL de meio de cultura BHI. Apés um periodo de 15-17 h de incubacao
(37 °C, 5% CO2, atmosfera umida) foi verificada a densidade éptica (O.D. - Thermo
Fisher® Scientific BIOMATE 3 laboratory UV/VIS spectrophotometer) que deveria
estar entre 0,3 — 0,399, de acordo com estudos anteriores a respeito da curva de
crescimento de S. mutans, do préprio laboratério do College of Dentistry - NYU. De
acordo com esses estudos, o tempo de 15-17 h corresponde a fase de crescimento
da bactéria antes que entre em sua fase estacionaria; e o O.D. de 0,3-0,399
corresponde aproximadamente a um numero de 108 unidades formadoras de
colénia (UFC).

Grupos experimentais:

e grupos controle:
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- meio de cultura sem bactérias;
- bactérias em meio de cultura mas sem tratamento;

- meio de cultura e acido zoledrénico (concentragdes de 0,5 a 100
uM);

- meio de cultura e concentracdes de extrato de A. chica (0,5 a 100
ug mL7);

- meio de cultura, &cido zoledrénico e concentracoes de extrato de A.
chica (0,5 a 100 pg mL™).

e grupos tratamento:

- bactérias tratadas com acido =zoledrobnico em diferentes

concentracoes;

- bactérias tratadas com extrato de A. chica em diferentes

concentracoes;

- bactérias co-tratadas com diferentes concentracbes de &cido
zoledrdnico (ZA) e extrato de A. chica (AC).

Em cada tubo de ensaio inoculou-se 150 uL da solucéo de bactérias, 600
UL de meio de cultura e 750 puL de ZA ou outro tratamento, diluidos em meio de
cultura. Para condi¢cées de co-tratamento (ZA com AC) foi utilizado 150 pL de
bactéria, 600 uL de meio de cultura, 350 puL de ZA e 350 pL de AC. O volume total
de cada tubo de ensaio foi 1,5 mL. Os tubos foram incubados de 6 a 48 h de acordo

com o experimento realizado (Figura 21).
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15h
0.D~0.2-

5ml meio BHI + a 0.399

S.mutans
¢ Leitura de OD
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ZA [200uM] Volume de trabfdiho: 1.5mL
em BHI 600ul: meio BHI
Solugdo estoque 150ul: 5.mutans 0.D. ~0.3-0.399
750ul: ZA

Figura 21: Desenho experimental das avaliagcbes de concentracao
inibitéria minima de (CIM) realizados com S. mutans.

4.3. 2 - Avaliacao de condicoes de troca do meio de cultura bacteriano

A possibilidade de ocorréncia de exaustdo do meio de cultura com a
aplicacdo dos tratamentos propostos também foi avaliada. Este experimento
verificou o crescimento bacteriano em situagdes que envolveram a troca e a
reposi¢do do meio. Inicialmente, as bactérias foram inoculadas em tubos falcon (15
mL) contendo meio BHI. Apds 15-17 h de incubacéo (37 °C, 5% CO2, atmosfera
umida) e verificacdo de O.D. (0,3-0,399), foram submetidas aos tratamentos
propostos de acordo com os diferentes grupos (Figura 22).
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TO Téh T12h

grupo 1: preparacédo da suspenséo avaliacdo de OD
+ tratamento

grupo 2: preparacéo da suspenséo froca do meio de cultura avaliacdo de O.D.
+ fratamento para meio sem ZA

grupo 3: preparacéo da suspenséo froca do meio de cultura avaliacdo de O.D.
+tratamento para meio com ZA

grupo 4: preparacéo da suspenséo avaliacdo de O.D.

+ tratamento

Figura 22: Desenho experimental para as situagdes de troca do meio de

cultura bacteriano.

Os grupos 1 e 4 nao foram submetidos a troca do meio de cultura no
tempo 6 h. Os grupos 2 e 3 tiveram a troca do meio de cultura para um novo meio
sem tratamento, ou um novo meio contendo ZA no tempo 6 h. Para isso, os tubos
contendo a suspenséao bacteriana foram centrifugados (4000 rpm; 4 °C por 20 min).
Ao final de 6 h realizou-se a leitura de O.D. para o grupo 1, o que foi feito ao final
de 12 h e para os grupos 2, 3 e 4.

4.4 - Analise dos resultados

Os experimentos foram realizados em ftriplicata e repetidos em
momentos distintos ao menos duas vezes. Os resultados foram demonstrados em
média (£ desvio padrdo) e organizados em planilhas do Excel. O estudo estatistico
foi realizado através da analise de variancia (One way — ANOVA: software Past®)

ou o teste T de Student.
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5 RESULTADOS

5.1 - Estudo fitoquimico

Os extratos de Arrabidaea chica foram submetidos a analise qualitativa
e quantitativa previamente ao inicio do estudo de estabilidade acelerada (Brasil,
2005 - ANVISA, RE 01/2005), para determinacao do perfil cromatogréfico.

5.1. 1 - Obtencao do extrato bruto padronizado e extrato bruto padronizado
microencapsulado de Arrabidaea chica

O processo de producdo do extrato bruto padronizado de A. chica
envolveu as etapas de extracao por maceracao dinamica (etanol 70%/ acido citrico
0,03%), filtragéo, evaporagao do solvente e secagem atraves de Spray Dryer (Figura
23), fornecendo um rendimento de 15%. Analises quimicas e fisico-quimicas
monitoraram a produgéo dos extratos (Tabela 3).

Figura 23: Secagem do extrato bruto de A. chica por Spray Dryer.

A e B) Extrato bruto de A. chica em processo de secagem por Spray Dryer (Buchi B-
290); C) Extrato bruto apds finalizado o processo de secagem.

Fonte: Laboratério de Quimica em Produtos Naturais CPQBA-UNICAMP.
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Tabela 3: Avaliacao de parametros fisico-quimicos do extrato bruto de A.

chica ap6s secagem através de Spray Dryer.

Analise Média = desvio padrao CV*(%)
Teor de umidade (%) 11,61+0,09 0,78
pH 4,88+ 0,02 0,41
Teor de carajurina (%) 6,51+ 0,07 1,09

*Coeficiente de variagéo < 0,05

A determinacao do residuo seco do extrato bruto de A. chica, feita por
dessecacéo total em estufa, foi realizada para a determina¢ao da quantidade (peso)
de agente microencapsulante (goma arabica com maltodextrina 1:1) necessaria
para a obtencdo de microcapsulas na proporcao de 1:4 (extrato bruto: agente
microencapsulante). O processo de microencapsulagdo em spray dryer forneceu

um rendimento de 93%.

5.1. 2 - Teste de estabilidade e avaliacbes do extrato de A. chica

microencapsulado

Amostras dos extrato bruto e microencapsulado de A. chica, aliquotadas
em vidros ambar distintos para cada tempo de avaliagdo, foram colocadas em
camara climatica (40 °C e 75% umidade). Nos tempos 0, 15, 30, 60, 90, 120 e 180
dias as amostras foram retiradas da camara e submetidas a andlises fisico-quimicas

e cromatograficas.
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5.1. 2.1 - Analises fisico-quimicas

Alteracdes macroscopicas na cor do extrato bruto foram verificadas 3 h
apoés incubagcdo em camara climatica. A mudancga de cor também foi verificada no

extrato microencapsulado a partir do tempo de 15 dias (Figura 24).

Dias

A.chica 0 15 30 60 90 120 180

¥y :
Extrato bruto ’ @ e - - b ®

Extrato 4 » (8 p e k- \ ' ¢
microencapsulado 7\ /J & ;,' / /' k EN

Figura 24: Analise macroscépica do extrato bruto e microencapsulado

em goma arabica com maltodextrina (1:1) de Arrabidaea chica durante o teste de

estabilidade acelerada.

Condigdes: camara climatica a 40°C e 75% umidade; observa-se a alteragao da cor dos

extratos a partir do tempo de 15 dias.

Fonte: Laboratério de Quimica em Produtos Naturais/CPQBA.

Macroscopicamente, o extrato bruto apresentou um aspecto escuro, duro
e fridvel ja a partir de 15 dias. Enquanto isso, o extrato microencapsulado manteve
0 aspecto sélido de pd, com uma mudanca de cor do vermelho para marrom claro
a partir de 15 dias. A amostra do tempo de 120 dias microencapsulada foi perdida

para esta andlise devido a alteragdes sofridas no frasco de armazenagem.

5.1. 2. 2 - Anadlise do pH das amostras

As amostras foram preparadas a uma concentracao de 1%, dissolvidas
em H20 ultrapura e submetidas a leitura em pHmetro (Micronal®)(Tabela 4).
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Tabela 4: Medidas de pH dos extratos bruto e microencapsulado de A.

chica.
Amostra pH inicial pH 90 dias pH 180 dias
AC 6,5 4,80 n.d.*
MAC 5,80 5,46 5,62

*n.d. = ndo determinado; AC = extrato bruto de A. chica; MAC = extrato bruto de A.

chica microencapsulado com goma arabica/maltodrextrina (1:1)

De acordo com as medigdes pode-se concluir que praticamente néo
houve alteracdo do pH das amostras microencapsuladas. Enquanto a partir de um
pH inicial de 5,8 o pH medido no tempo de 90 dias para MAC foi de 5,46, para as
amostras AC, de um pH inicial 6,5 o pH em 90 dias apresentou-se mais acido (4,8)

indicando uma maior variacao de valores.

5.1. 2.3 — Analise das amostras em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

5.1. 2.3.1 - Curva analitica

A carajurina foi escolhida para o monitoramento das amostras, sendo
portanto um marcador analitico. Essa deoxiantocianidina foi a escolhida por estar
envolvida na atividade farmacoldgica do extrato, e também por apresentar uma

maior estabilidade quando comparada as outras deoxiantocianidinas.

A curva analitica de calibragdo da carajurina foi realizada para a
determinacao de seu teor no extrato (Tabela 5 e Figura 25).
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Tabela 5: Dados obtidos para confecgcédo da curva analitica carajurina.

C:?::rr:ia_?)é Areal1  Area2  Area3 I\:«ig;a Dvp* (:/:;i*
9,94 265052 247060 253696 255269 9098,6 3,56
19,9 496142 488425 499905 494824 58524 1,18
49,7 1200332 1188052 1193062 1193815 6174,6 0,52
74,6 1826550 1938315 1845508 1870124 59810,8 3,20
124,3 3072762 3072032 3103528 3082774 17977,2 0,58
1491 3818296 3713887 3834134 3788772 65334,3 1,72

*Desvio padréo da &rea obtida de 3 curvas analiticas.

4,50E+06 -~
4,00E+06 -
3,50E+06 -
3,00E+06 -
2,50E+06 -

area

2,00E+06 -
1,50E+06 -
1,00E+06 -
5,00E+05 -

0,00E+00

y =25321x - 24461
R?=0,9989

20

40

60 80

100 120 140 160

Concentragio (ug mL?)

Figura 25: Curva analitica do marcador carajurina.
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5.1.2.3.2 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos brutos

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) do extrato bruto de A. chica (AC) envolveu
inicialmente o processo de limpeza da amostra, para eliminacdo de clorofilas e
graxas presentes, através de cartucho C-18 previamente acondicionado com agua
acidificada com acido fosférico (pH = 2) e eluido com metanol. Nas condicbes de
CLAE empregadas, as 3 deoxiantocianidinas foram observadas respectivamente
nos tempo de retencdo TR = 5,8 min (6,7,3’,4’-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio,
pigmento 1), TR = 7,9 min (6,7-tri-hidoxi-5-metoxiflavilio, pigmento 2) e TR = 15,8
min (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio, carajurina) detectados em comprimento de
onda de 470 nm (Figuras 26) na amostra de AC referente ao tempo 0 de
armazenamento. Por causa do endurecimento das amostras AC armazenadas em
camara climatica a partir do tempo 15 dias, nao foi possivel analisar o teor das 3
deoxiantocianidinas para os diferentes tempos de incubacao.

mAll
mAll

Minutes

Figura 26: Cromatograma do extrato bruto sem encapsular de A. chica.

Amostra T=0, cromatégrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,
forno 35 °C e software Class VP -5, (TR=5,8min) (6,7,3’,4’-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,9

min) (6,7-tri-hidoxi-5-metoxiflavilio) e (TR=15,8) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio, carajurina).

Por sua vez, as amostras microencapsuladas foram submetidas ao

tratamento com 2 mL H20 para o rompimento das microcdpsulas e extracdo do
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extrato bruto com metanol. Em seguida, as amostras foram passadas (2 mL do
sobrenadante para os nos tempos 0, 15 e 30 dias e 5 mL para as amostras dos
tempos 60, 90, 120 e 180 dias) através de cartucho C18.

A partir das andlises por CLAE-DAD e quantificagdo de carajurina, foi
possivel observar que nas condicbes avaliadas para o estudo de estabilidade (75%
de umidade, 40 °C de temperatura e embalagens de vidro ambar com batoque e
tampa rosqueada) as amostras apresentaram uma perda do teor de carajurina em
88% ja apos 30 dias de armazenamento. Esse dado permaneceu constante até se

completar o estudo, em 180 dias, e representou a degradacéao sofrida (Figura 27).

Estudo de estabilidade da carajurina em microcapsulas
de A. chica formadas por goma ardbica com
maltodextrina (1:1)

2,5
2
g 21
S~
215 -
(]
-3 PRI
3 1 - M carajurina %

bl

o - , B N T

0 15 30 60 90 120 180
Dias

Figura 27: Variacdo do teor de carajurina durante o estudo de
estabilidade de extrato bruto de A. chica microencapsulado em goma arabica/

maltodextrina (1:1).

Condicoes de armazenamento: 40 °C e 75% de umidade.
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5.1. 2.4 - Microscopia eletronica de varredura

A morfologia externa das microcapsulas foi analisada a partir de

fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (Figura 28).

A) B)
- 750x 1500x

Figura 28: Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) das microcépsulas do extrato de A. chica microencapsulado em
goma ardbica/maltodextrina (1:1).

Tempo 0 do estudo de estabilidade. A) visdo panoramica (750x; 10kV); B) visdo da
microcapsula (1500x; 10kV).

Observou-se um predominio de microparticulas de forma esférica,
algumas delas com paredes lisas e integras, e de tamanhos variados (Figura 28A).
A grande maioria das microparticulas, no entanto, apresentou muitas depressdes

ou rugosidades (Figura 28B).

5.1.2.5 - Comparacao biolégica in vitro dos extratos bruto e microencapsulado
de Arrabidaea chica

O efeito sobre viabilidade de queratinécitos humanos (HaCaT) do extrato
de A. chica microencapsulado (MAC) foi comparado aquele do extrato bruto (AC)
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(Tabela 6). Verificou-se que nas concentragdes de 50 e 150 pg mL", AC diminuiu a
viabilidade celular de maneira mais intensa do que MAC, enquanto na concentragcao
de 10 ug mL" o efeito foi semelhante entre as duas amostras. A concentragdo de 5
ug mL' de AC estimulou a viabilidade celular.

Tabela 6: Viabilidade (%) de queratindcitos tratados com extrato de A.
chica (AC) ou extrato de A. chica microencapsulado (MAC).

5 ug mL" 10 pg mL-’ 50 pg mL-" 150 ug mL-"

AC 104,8 (+1,8)* 83,7 (x2,7)¥ 23,3(x3.2)* 24,11 (£2,7)*

MAC 81,7 (+10,9)* 81,8 (+52)* 62,9 (+16,2)8 58,6 (+16,7)

"#$¥ simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05; resultados
expressos como média + desvio padrdo; tempo de exposi¢édo: 48 h; linhagem: HaCaT (queratinécito
humano imortalizado); condi¢des de cultivo: DMEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera umida, 5% de CO..

Método de avaliagcao por absorbancia utilizando-se a sulforrodamina B.

Do ponto de vista quimico, a estratégia de microencapsulacao estudada
nao preservou as desoxiantocianinidas, e portanto, todas as etapas farmacologicas
seguintes foram realizadas com o extrato bruto preparado nas condigbes
padronizadas (AC - extrato padronizado de A. chica).

5.2 - Testes de atividade farmacolégica in vitro

5.2.1 - Tratamento das células com extrato padronizado de Arrabidaea chica
(AC)

Os resultados obtidos foram expressos como médias de 3 experimentos
independentes, para 3 tempos de exposic¢ao distintos:
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5.2.1.1 - Tempos de exposicao de 24,48 e 72 h

ApGés tratamentos com duracéo de 24h, apenas na concentracdo 100 ug
mL-! AC foi toxico para fibroblastos e osteoblastos com uma redugéo na viabilidade
celular em respectivamente 93% e 44%, aproximadamente. Para o mesmo tempo,
houve estimulagao da viabilidade de osteoblastos, aumentando-a em 25% quando
comparado ao grupo controle (células sem tratamento) (p<0,05) com a
concentracdo de 10 ug mL' de AC. Finalmente, concentragdes de AC menores ou
iguais a 50 ug mL' em fibroblastos, e 5 ug mL' em osteoblastos, apresentaram
viabilidades celulares semelhantes aquelas observadas para as células sem
tratamento, e portanto, sem efeitos citotdéxicos (Tabela 7).

Em tratamentos empregados com duragédo de 48 h, verificou-se que a
concentragdo 5 pg mL' de AC aumentou em 12% (p<0,05) a viabilidade de
queratindcitos, enquanto a concentragdo 50 pg mL' foi citotoxica para
queratinécitos e osteoblastos (p<0,05). Nao houve diferencas com relacdo a
viabilidade celular para as concentragoes de 5 e 10 pg mL' de AC em fibroblastos
e osteoblastos (p>0,05) (Tabela 7).

Em tempos de exposicdo com duragao de 72 h, as concentracbes 5e 10
ng mL' de AC nao alteraram a viabilidade de fibroblastos e osteoblastos apés 72 h
de tratamento, e foram estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). A
concentracgdo de 50 ug mL™" foi toxica e reduziu a viabilidade celular em 34% e 85%
respectivamente para fibroblastos e osteoblastos (p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Viabilidade (%) de queratinécitos, fibroblastos e osteoblastos

submetidos ao tratamento com diferentes concentracdes do extrato de A. chica (AC;
ug mL") durante 24, 48 e 72 h.

Tempo
de ] Sem AC5 AC 10 AC50 | AC 100
Célula
exposi- tratamento | pg mL?' | pgmL?' | pyg mL?' | pg mL"
cao
, 82,2 86,6 94,5 7.4
fibroblastos 100
(x18,9) (+4,7) (+4,9) (£3,4)*
24h
118,2 125,8 64,3 55,9
osteoblastos 100
(x22,3) | (£9,2)* (£6,4)8 | (7,4)8
o 112,2 105,4 31,9
queratindcitos 100
(x2,9)* (£5,5) (£1,9)*
110,2 110,8 81,7
48h fibroblastos 100
(x7,7) (£10,8) (x1,1)
102,9 97,3 24,0
osteoblastos 100
(£6,4) (£#15,2) | (#5,2)8
93,5 98,5 65,7
fibroblastos 100
(£5,1) (¥2,6) | (#0,7)*
72h
104,6 83,1 15,5
osteoblastos 100
(+6,4) (x16,2) | (x0,34)"

"#§ simbolos diferentes representam diferenca estatistica: ANOVA p<0,05;
comparacdes estatisticas realizadas somente entre os grupos em cada tempo de exposi¢do
especifico; resultados expressos como média * desvio padrao; tempos de exposicdo: 24, 48 e 72 h;

linhagens: HaCaT (queratinécito humano imortalizado); PT64-04HF (fibroblasto humano primario) e
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MCS3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condi¢cdes de cultivo respectivamente: DMEM 5% SFB; DMEM
5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera umida, 5% de CO2. Método de avaliagdo por
absorbancia utilizando-se a sulforrodamina B (queratindcitos) ou cristal de violeta (fibroblastos e
osteoblastos).

5.2.2 - Tratamentos com acido zoledrénico (ZA)

Os tratamentos com acido zoledrbGnico ocasionaram uma reducdo
significativa da viabilidade celular, sendo que os efeitos toxicos tiveram
caracteristica tempo dependente.

5.2.2.1 - Exposicao ao acido zoledrénico por 24,48 ou 72 h

O tratamento das células com ZA 10 uM por 24 h, ndo apresentou
qualquer efeito de toxicidade, com resultados de viabilidade semelhantes as células
sem tratamento (p>0,05). No entanto, quando o tempo de exposicdo ao
medicamento foi superior a 24 h, houve uma reducéo significativa da viabilidade
celular (p<0,05), respectivamente para os tempos de 48 h e 72 h, em 34% e 68%
para queratinécitos, em 47% e 76% para fibroblastos e em 51% e 65% para
osteoblastos (Tabela 8).
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Tabela 8 — Viabilidade (%) das células epiteliais e osteoblastos
submetidos ao tratamento com acido zoledrénico (ZA) 10 uM durante 24,48 e 72 h.

Tempos de . -
s Tratamento | Queratindcitos | Fibroblastos | Osteoblastos
exposicao
Sem tratamento 100 100 100
24h
ZA (10 uM) 100,4 (#10,1) | 91,76 (+0,25) | 81,4 (+15,8)
Sem tratamento 100 100 100
48h
ZA (10 pM) 66,2 (+6,3)* | 53,5 (+7,2)** | 49,0 (+1,1)*
Sem tratamento 100 100 100
72h
ZA (10 uM) 31,8 (+4,3)8 | 24,3(+5,7)8 | 34,9 (+3,9)

“#§ simbolos diferentes representam diferenca estatistica: ANOVA p<0,05; resultados
expressos como média + desvio padrdo; tempos de exposicado: 24, 48 e 72 h; linhagens: HaCaT
(queratinécito humano imortalizado); PT64-04HF (fibroblasto gengival humano primario) e MC3T3-
E1 (pré-osteoblasto de rato); condigdes de cultivo respectivamente: DMEM 5% SFB; DMEM 5% SFB
e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera Umida, 5% de CO2. Método de avaliagdo por absorbancia

utilizando-se a sulforrodamina B (queratinécitos) ou cristal de violeta (fibroblastos e osteoblastos).

5.2.2.2 - Exposicdo ao acido zoledrénico em diferentes condicoes de
tratamento

A atividade de ZA 10 pM foi testada também em condi¢des de troca de
tratamento em um mesmo experimento, adicionando-se ou removendo-se 0 meio
de cultura. O segundo tratamento, com duracdo de 48 h foi adicionado ou
completamente removido do meio celular 24 h ap6s o primeiro. Assim, as seguintes

combinacdes foram testadas:
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ZA — ZA: primeiro e segundo tratamentos realizados com acido zoledrénico
10 uM em condigdes de adicao ou troca do meio de cultura;

ZA — M: tratamento das células com acido zoledrénico 10 uM durante 24h
e adi¢ao ou troca do tratamento para meio de cultura, com duragéo
de mais 48 h;

M — ZA: células expostas ao meio de cultura por 24 h e posteriormente
adicao ou troca do meio e introducao de acido zoledrdnico 10 uM
por mais 48 h.

Esses experimentos estao relacionados aos protocolos de aplicacao de
tratamento previamente ou posteriormente a exposicao das células a ZA (Tabela 9).

Os efeitos de citoxicidade de ZA foram mais pronunciados nos
experimentos cujo protocolo aplicado foi a adicdo de um novo meio de
cultura/tratamento. Este protocolo foi o escolhido para os experimentos que se
seguiram, ja que representaria uma condi¢ao clinica de pré e pés tratamento a ZA
sem a perda dos efeitos do bisfosfonato.

Tabela 9 — Viabilidade (%) de fibroblastos em experimentos que
envolveram a adicdo ou a troca do meio de cultura, em condi¢cbes de tratamentos

prévios ou posteriores a exposicao ao acido zoledrdnico (ZA) 10 uM.

. - Troca do meio e introducao de
Adicao do segundo tratamento
novo tratamento

PT64-
iy ZA-ZA| ZA-M | M-ZA |PT64-04 |ZA-ZA | ZA-M | M-ZA
18,7 253 47,8 322 | 393 | 71,6
100 100
(#4,2)* | (#4,2)* | (+13,4)* (5,8)5 | (£5,4)8 | (4,7)

"#$¥ simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05; resultados

expressos como média + desvio padrdo; tempo de exposicéo total: 72 h, primeiro tratamento com
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duracdo de 24 h e segundo tratamento com duragdo de 48 h; linhagem: PT64-04HF (fibroblasto
humano primario); condi¢ges de cultivo: DMEM 5% SFB; 37°C, atmosfera Uumida, 5% de CO..
Método de avaliagao por absorbancia utilizando-se o cristal de violeta.

O protocolo que envolveu a adicao de meio de cultura (sem tratamento)
24 h apods a exposicao a ZA, diluiu a concentracdo do medicamento de 10 uM para
5 uM (ZA - M), e foi estatisticamente semelhante ao tratamento com ZA (ZA — ZA)

durante todo o experimento.

Apos a escolha do protocolo de adigao de um novo tratamento, 0 mesmo
foi avaliado em osteoblastos (Tabela 10).

Tabela 10 — Viabilidade (%) de osteoblastos em experimentos que
envolveram a adi¢cdo do meio de cultura, em condigbes de tratamentos prévios ou

posteriores a exposi¢cao ao acido zoledrénico (ZA) 10 uM.

Adicao do segundo tratamento

MC3T3-E1| ZA-ZA ZA-M M-ZA

100 | 32,2 (5,8)* | 39,3 (15,4)* | 66,3 (+3,4)*

“#simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05; resultados
expressos como média + desvio padrdo; tempo de exposicao total: 72 h, primeiro tratamento com
duracao de 24 h e segundo tratamento com duragao de 48 h; linhagem: MC3T3-E1 (pré-osteoblasto
de rato); condicdes de cultivo: Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera imida, 5% de CO2. Método de

avaliagao por absorbancia utilizando-se o cristal de violeta.

5.2.3 - Condicoes de co-tratamento com acido zoledronico e extrato de
Arrabidaea chica

Para todas as linhagens foram estipulados os seguintes grupos de

tratamento:
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- Grupo ZA: células tratadas com acido zoledrénico na concentracao de
10 uM;

- Grupo ZA + AC 5: células tratadas com acido zoledrénico na
concentragdo de 10 uM e extrato de A. chica5 pg mL";

- Grupo ZA + AC 10: células tratadas com &cido zoledrbnico na
concentragdo de 10 uM e extrato de A. chica 10 ug mL".

5.2.3.1 - Tratamento de 48 h de duracao

A viabilidade de queratinécitos foi reduzida em 34% no grupo ZA. O co-
tratamento de &cido zoledrénico com o extrato de A. chica 5 ug mL* (ZA + AC 5)
apresentou um aumento dessa viabilidade em 15% (p=0,01); com efeitos
estatisticamente semelhantes ao grupo ZA + AC 10 (p>0,05) mas diferentes do
grupo sem tratamento (p<0,05). O grupo ZA foi semelhante ao grupo ZA + AC10
(p=0,57) (Tabela 11).

Em fibroblastos, houve uma reducao da viabilidade celular em 47% para
o grupo ZA. Os grupos submetidos a situacdo de co-tratamento do medicamento
com o extrato de A. chica, demonstraram um aumento significativo da viabilidade
quando comparados ao grupo ZA, sendo esse em 29% para ZA + AC5 e 17% para
ZA + AC 10 (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos de co-
tratamento (p>0,05) (Tabela 11).

Finalmente, os osteoblastos apresentaram 51% de dimuicdo em sua
viabilidade no grupo ZA. Os grupos de co-tratamento ZA+AC5 e ZA+AC10
aumentaram significativamente a viabilidade comparada ao grupo ZA, em
respectivamente, 5,9% e 14,8% (p<0,05). Houve diferenca estatistica entre todos
0s grupos (p<0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Viabilidade (%) das células ap6s 48 h do co-tratamento acido

zoledrénico 10 uM e extrato de A. chica’5 e 10 ug mL".

) Sem ZA+AC5 | ZA+AC10
Célula ZA
tratamento Mg mL" pug mL-
queratinécitos 100 66,2 (+6,3)* | 81,9 (+8,3)* | 68,9 (+4,4)*
fibroblastos 100 53,5(+7,2)* | 82,9 (#8,1)* | 70,6(x7,6)*
osteoblastos 100 49,0 (+1,1)* | 54,9 (x0,9)* | 63,8 (+0,8)8

“#§¥  simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05;
comparagoes estatisticas realizadas somente entre os diferentes tratamentos aplicados para cada
tipo ceular; resultados expressos como média + desvio padrdo; tempo de exposicao: 48 h; linhagens:
HaCaT (queratindcito humano imortalizado); PT64-04HF (fibroblasto gengival humano primario) e
MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condi¢des de cultivo respectivamente: DMEM 5% SFB; DMEM
5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera Uumida, 5% de CO2. Método de avaliagdo por
absorbancia utilizando-se a sulforrodamina B (queratinécitos) ou cristal de violeta (fibroblastos e

osteoblastos).

5.2.3.2 - tratamento de 72 h de duracao

Ap6s 72 h de tratamento, ocorreu uma reducdo da viabilidade de
fibroblastos em 76% e de osteoblastos em 65%, no grupo ZA. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos de tratamento aplicados para cada linhagem celular
(p>0,05) (Tabela 12).
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Tabela 12 — Viabilidade (%) das células ap6s 72 h do co-tratamento acido
zoledrénico 10 uM e extrato de A. chica’5 e 10 ug mL.

Sem ZA+AC5 | ZA+ AC10
Célula ZA
tratamento pug mL1 pug mL-
fibroblasto 100 24,3 (+1,3)* | 20,2 (+0,4)* | 18,4 (£3,1)*
osteoblasto 100 34,9 (+3,9)% | 43,6 (+0,7)* | 54,7 (x10,4)*

*#simbolos diferentes representam diferenca estatistica Teste T Student p<0,05;
resultados expressos como média + desvio padrao; tempo de exposicao: 72 h; linhagens: PT64-
04HF (fibroblasto humano primario); MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condigbes de cultivo
respectivamente: DMEM 5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera umida, 5% de CO:a.

Método de avaliacao por absorbancia utilizando-se o cristal de violeta.

5.2.4 - Tratamento com extrato de Arrabidaea chica por 24 h e posteriormente
adicao de acido zoledrénico por mais 48 h

Para todas as linhagens foram avaliadas as seguintes condi¢cdes de

tratamento:

- Grupo ZA - ZA: células tratadas com &cido zoledrdnico na concentracao
de 10 uM por 72 h;

- Grupo M - ZA: células tratadas com meio de cultura por 24 h e
posteriormente, adicdo de acido zoledrdnico na concentracao de 10
UM por mais 48 h;

- Grupo AC 5 — ZA: células tratadas com extrato de A. chica 5 ug mL™"
por 24 h e posteriormente, adigdo de &cido zoledrénico na
concentracéo de 10 uM por mais 48 h;

- Grupo AC 10 - ZA: células tratadas com extrato de A.chica 10 ug mL™
por 24 h e posteriormente, adicdo de &cido zoledrénico na
concentracao de 10 uM por mais 48 h.
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A tentativa da simulacdao de uma condi¢éo clinica de pré-tratamento a
exposicao por bisfosfonatos, ndo apresentou resultados significativos (p>0,05) tanto
para fibroblastos quanto para osteoblastos. Em fibroblastos, o grupo ZA diferiu de

todos os outros tratamentos (p<0,05) (Tabela 13).

Tabela 13 — Viabilidade (%) de fibroblastos e osteoblastos tratados com
o0 extrato de A. chica 5 ou 10 pg mL' ou meio de cultura 24 h previamente a adigao

de acido zoledroénico.

Célula

ZA - ZA

M-ZA

AC5-ZA

AC10-ZA

fibroblastos

25,4 (+2,8)*

55,2 (£3,1)"

65,7 (£3,1)*

62,5(+2,2)*

osteoblastos

26,5 (8,0)*

54,1 (£17,1)#$

64,3 (+15,1)#$

61,8 (£18,3)#$

“#Ssimbolos diferentes representam diferenca estatistica Teste T Student p<0,05;
resultados expressos como média + desvio padrdo; tempo de exposicao final: 72 h; primeiro
tratamento com duracédo de 24 h e segundo tratamento com duragéo de 48 h; linhagens: PT64-04HF
(fibroblasto humano primario) e MC3T3-E1
respectivamente: DMEM 5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera umida, 5% de CO:..

(pré-osteoblasto de rato); condi¢cdes de cultivo

Método de avaliagao por absorbéancia utilizando-se o cristal de violeta.

5.2.5 - Tratamento com acido zoledrénico por 24 h e posteriormente adicao de
extrato de Arrabidaea chica por mais 48 h

Para todas as linhagens foram avaliadas as seguintes condicbes de
tratamento:
- Grupo ZA - ZA: células tratadas com &cido zoledrdnico na concentracao
de 10 uM por 72 h;
- Grupo ZA - M: células tratadas com acido zoledronico na concentracao
de 10 uM por 24 h e posteriormente, adicado de meio de cultura por
mais 48 h;
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- Grupo ZA - AC 5: células tratadas com &cido zoledrénico na
concentracao de 10 uM por 24 h e posteriormente, adicao de extrato
de A. chica 5 ug mL™" por mais 48 h;

- Grupo ZA — AC 10: células tratadas com acido zoledronico na
concentracao de 10 uM por 24 h e posteriormente, adicao de extrato
de A. chica 5 ug mL" por mais 48 h.

Os resultados apresentados ndo demonstraram diferencas estatisticas
entre os grupos testados (p>0,05), exceto em fibroblastos, onde os grupos ZA e ZA-
M diferiram entre si (p<0,05) (Tabela 14). Nao houve vantagens no emprego do
extrato de A. chica 24 h apds iniciado o tratamento com acido zoledroénico.

Tabela 14 - Viabilidade (%) de fibroblastos e osteoblastos tratados com

o0 extrato de A. chica 5 ou 10ug mL' ou meio de cultura 24 h posteriormente a adigao
de ZA.

Célula ZA ZA-M ZA-AC5 ZA-AC10

fibroblastos 25,4 (+2,8)* 16,5 (+0,3)* | 22,8 (+4,4)** | 23,8(+2,4)**

osteoblastos | 26,5 (28,0 | 34,1 (+7,2)*S | 33,4 (3,1)5 | 39,6 (+8,1)$

“#§simbolos diferentes representam diferenca estatistica Teste T Student p<0,05;
resultados expressos como média t* desvio padrdo; tempo de exposicado final: 72 h; primeiro
tratamento com duracdo de 24 h e segundo tratamento com duragéo de 48 h; linhagens: PT64-04HF
(fibroblasto humano priméario) e MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condicbes de cultivo
respectivamente: DMEM 5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera umida, 5% de CO:..
Método de avaliagao por absorbéancia utilizando-se o cristal de violeta.
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5.2.4 — Citometria de fluxo e ativacao de caspases

5.2.4.1 - Queratinocitos

Ap6s 24 h, nenhum dos tratamentos induziu a um aumento nas
populacdes de células em apoptose quando comparados ao grupo controle (células
sem tratamento) (Figura 29).

Apoptose em queratindcitos apds 24 de
tratamento

10

e 2mm  EE

HaCat ZA ZA+AC5

Tratamentos

Porcentagem de células
o N > (o)) 0]

Figura 29: Populagéo de queratindcitos (%) em apoptose.

Andlise por citometria de fluxo (Guava® EasyCyte Mini; Anexina V); tempo de exposicao
24 h; células sem tratamento (HaCaT), tratadas com &cido zoledrénico 10 uM (ZA), tratadas com
extrato de A. chica5 ug mL"' (AC 5) e co-tratadas com &cido zoledrénico 10 uM e extrato de A. chica
5 ug mL" (ZA + AC 5); linhagem HaCaT (queratinécito humanoimortalizado); condicdes de cultivo:
DEMEM 5% SFB; incubagao a 37 °C, atmosfera imida, 5% de COa.

5.2.4.2 - Fibroblastos

A analise em citometria de fluxo revelou a ndo ocorréncia de apoptose
significante (p>0,05) em fibroblastos tratados com &cido zoledrdnico (ZA) ou co-
tratados com o acido e o extrato de A. chica 5 pg mL' (ZA+AC5) durante 24 h e 48
h. As amostras apresentaram resultados estatisticamente semelhantes aos do
grupo sem tratamento (Figura 30).
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Figura 30: Populacéao de fibroblastos (%) em apoptose.

Andlise por citometria de fluxo (BD®FACSort; Annexin V-FITC; 7-AAD); tempo de
exposicao 24 h e 48 h; células sem tratamento (PT64-04), tratadas com acido zoledrénico 10 uM
(ZA) e co-tratadas com acido zoledrénico 10 uM e extrato de A. chica 5 ug mL" (ZA + AC 5); linhagem
PT64-04HF (fibroblasto humano primario); condigbées de cultivo: DEMEM 5% SFB; incubagao a 37

°C, atmosfera imida, 5% de COs..

Um resultado interessante foi observado em alguns grupos de
fibroblastos tratados com ZA durante 48 h. As imagens obtidas por citdmetro de
fluxo eram sugestivas de apoptose (Figura 31).

82



10 9.5

7-AAD

SSC

: 9.4 ]
Annexin V FSC

Figura 31: Imagens obtidas em citbmetro de fluxo apdés 48 h de
tratamento de fibroblastos com ZA. A) células coradas com Anexina V vs 7-AAD; B)
Forward Scatter (FSC) vs Side Scatter (SSC)

Andlise por citometria de fluxo (BD®FACSort; Annexin V; 7-AAD); tempo de exposicio

48 h; células tratadas com acido zoledrénico 10 uM (ZA); linhagem PT64-04HF (fibroblasto humano
primario); condigbes de cultivo: DEMEM 5% SFB; incubagao a 37 °C, atmosfera imida, 5% de CO..

Apesar da imagem em citometria de fluxo ser indicativa da ocorréncia de
apoptose, a analise em Forward Scatter (FSC) vs Side Scatter (SSC) (Figura 31B)
verificou que as células identificadas com Anexina V-FITC encontravam-se na faixa
daquelas com alteracdes morfoldgicas (representadas pela coloracédo vermelha na
Figura 31B), indicando uma morfologia muito menor do que as células normais.
Esse resultado sugeriu a auséncia de apoptose, ja que esta € caracterizada em

células com pequenas ou sem alteracées morfoldgicas.

As analises por luminescéncia (CaspaseGlo® — Promega®) revelaram um
aparente aumento da ativagdo das caspases 3/7 apos 48 h de tratamento com ZA
em fibroblastos. No entanto, ap6s andlise estatistica (Teste T de Student) néo foi
verificada diferenca entre os grupos (p>0,05) (Figura 32).

83
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Figura 32: Atividade das caspases 3/7 em fibroblastos.

Atividade de caspases 3/7 (CaspaseGlo® — Promega®) tempo de exposicdo: 24 h e 48
h; células sem tratamento (PT6404), tratadas com acido zoledrénico 10 pM (ZA) e co-tratadas com
acido zoledrénico 10 uM e extrato de A.chica 5 ug mL' (ZA + AC 5); linhagem: PT64-04HF
(fibroblasto humano primario); condi¢des de cultivo: DMEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera Umida, 5% de
COs..

5.2.4.3 - Osteoblastos

A analise em citometria de fluxo, revelou a nao ocorréncia de apoptose
significativa para osteoblastos tratados com acido zoledrénico 10 uM (ZA) ou co-
tratados com &cido zoledronico e A. chica 10 ug mL™' (ZA+AC10) durante 24 h ou

48 h, quando comparados ao grupo sem tratamento (p>0,05) (Figura 33).
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Figura 33: Populacao de osteoblastos (%) em apoptose.

Andlise por citometria de fluxo (BD®FACSort; Annexin V-FITC; 7-AAD); tempo de
exposicao 24 h e 48 h; células sem tratamento (MC3T3); tratadas com acido zoledrénico 10 uM (ZA)
e co-tratadas com acido zoledrénico 10 uM e extrato de A. chica 10 ug mL' (ZA + AC 10); linhagem
MCS3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato imortalizado); condicées de cultivo: Alpha-MEM 5% SFB;

incubacéo a 37 °C, atmosfera imida, 5% de CO:..

As andlises por luminescéncia (CaspaseGlo® - Promega®) para
verificacdo de ativacdo de caspases 3/7 em osteoblastos ndo demonstraram
diferencas estatisticas entre a maioria dos grupos testados, tanto durante 24 h
quanto 48 h (p>0,05). Exceto para o grupo tratado com &acido zoledrénico 10 uM
(ZA) durante 48 h, onde o valor encontrado de estimulacdo de caspases 3/7 foi
significativo (p<0,05). O grupo co-tratado com acido zoledrénico 10 uM e extrato de
A. chica 10 ug mL"' (ZA+AC10) foi estatisticamente semelhante aos grupos ZA e

sem tratamento (Figura 34).
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Figura 34: Atividade das caspases 3/7 em osteoblastos.

"#simbolos diferentes representam diferenca estatistica Teste T Student p<0,05;
Atividade de caspases 3/7 (CaspaseGlo® — Promega®) tempo de exposicdo: 24 h e 48 h; células sem
tratamento (MC3T3); tratadas com &cido zoledrénico 10 uM (ZA) e co-tratadas com acido zoledrénico
10 uM e extrato de A. chica 10 ug mL" (ZA + AC 10); linhagem: MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato

imortalizado); condi¢des de cultivo: Alpha-MEM 5% SFB; incubagéo a 37 °C, atmosfera umida, 5%
de COsa.

5.2.5 - Experimentos com células tumorais — C4-2B

Concentragdes do extrato de A. chica maiores ou iguais 25 pg mL" foram
citotéxicas para as células C4-2B. As concentragdes de 25 e 50 ug mL" reduziram
significativamente a viabilidade das células em 40% e 63% (p<0,05),
respectivamente, sendo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). As
concentragdes de 5 e 10 ug mL' de AC apresentaram valores de viabilidade celular
similares as células sem tratamento e semelhantes entre si (p>0,05). No entanto,
uma indugéo significativa do crescimento das células de cancer foi observado com
a concentragéo de 2,5 ug mL' de AC, quando comparada ao grupo sem tratamento
(p<0,05). Os resultados apresentados com as concentragdes de 2,5 e 5 ug mL" de
AC foram semelhantes entre si (Tabela 15).

86



Tabela 15 -Viabilidade (%) de C4-2B tratados com diferentes
concentracdes do extrato de A. chica.

C4-2B 25ugmL?' 5S5ugmL?! 10ugmL?! 25pugmL?!' 50 ug mL"

1470 120,9 103,7 60,9 37,7
(£19,4)  (+14,9)%*  (58)* (+13,9)8 (+1,6)¥

AC 100"

* #§¥simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05; resultados
expressos como média + desvio padrao; tempo de exposigcao: 48 h; linhagem: C4-2B (osteoblasto
tumorigénico de rato de origem prostatica humana); condicdes de cultivo: RPMI 5% SFB; 37 °C,

atmosfera imida, 5% de CO2. Método de avaliagcdo por absorbancia utilizando-se o cristal de violeta.

As células também foram submetidas ao tratamento com &cido
zoledrénico 5 uM durante 48 h (Tabela 16), e apresentaram uma reducao de sua
viabilidade em 48%, valor semelhante ao obtido pela concentragédo de 25 pg mL™
de AC.

Tabela 16 — Viabilidade (%) de C4-2B tratados com acido zoledrdnico

C4-2B ZA 5 pM

100 52 (+3,6)*

*simbolos diferentes representam diferenca estatistica ANOVA p<0,05; resultados
expressos como média + desvio padrao; tempo de exposigao: 48 h; linhagem: C4-2B (osteoblasto
tumorigénico de rato de origem prostética humana); condi¢cdes de cultivo: RPMI 5% SFB; 37 °C,

atmosfera imida, 5% de CO2. Método de avaliagcao por absorbancia utilizando-se o cristal de violeta.
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5.2.6 — Experimentos envolvendo Streptococcus mutans

5.2.6.1 — Crescimento de bactérias expostas ao extrato de Arrabidaea chica

O crescimento de Streptococcus mutans tratado com diferentes
concentragdes do extrato de A. chica (AC; 0,1; 1; 5; 10 e 100 pg mL™") durante 48
h, esta representado em valores de densidade 6ptica (O.D.) (Figura 35). Nao houve
alteragdo no crescimento bacteriano ap6s tratamento com AC em diferentes

concentracoes.

S. mutans tratado com AC por 48h

0,45
0,4 ® —— O —C- O
0,35

o
w

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Densidade dptica

sem 0,1 1 5 10 100
tratamento

Concentragdes de AC (ug mL?)

== AC

Figura 35 — Densidade Optica obtida apbés 48 h de tratamento de S.
mutans com diferentes concentragées do extrato de A. chica.

Resultados de leitura de densidade 6ptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3); o
desvio padrao foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; tratamento com diferentes

concentragcoes do extrato de A. chica (AC); tempo de exposicédo: 48 h; bactéria Streptococcus

mutans; condigdes de cultivo: meio BHI; 37 °C, atmosfera umida, 5% de COs2.

5.2.6.2 — Crescimento de S. mutans exposto ao acido zoledrénico

O acido zoledrénico (ZA) nao interferiu no crescimento bacteriano em

concentracoes inferiores a 50 uM. Um aumento desses valores foi observado com
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tratamentos que utilizaram ZA nas concentragoes de 50 e 100 pM, tanto 24 h quanto
48 h apods (Figura 36).

S. mutans tratados com diferentes concentragées de ZA

por24houd8h
0,7
0,6
S
s 0,5
&
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®
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0,1
0
sem 1uM 5uM 10 uM 50 uM 100 uM

tratamento

=@=—=24h ==8=48h

Figura 36 — Densidade Optica média obtida apdés 24 h ou 48 h de
tratamento de S. mutans com diferentes concentracées de acido zoledrénico.

Em 24h de tratamento os valores de desvio padrao foram iguais ou inferiores a 0,001.
Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3); tratamento com

diferentes concentragdes de acido zoledrdnico (ZA); tempo de exposicao: 24 h ou 48 h; bactéria

Streptococcus mutans; condigdes de cultivo: meio BHI; 37 °C, atmosfera imida, 5% de COs-.

5.2.6.3 — Crescimento de S. mutans exposto ao co-tratamento de acido
zoledrénico com o extrato de Arrabidaea chica

O crescimento de S. mutans submetido aos co-tratamentos de acido
zoledrénico (ZA) nas concentragdes de 1, 5, 10, 50 ou 100 uM com o extrato de A.
chica (AC) 5 ug mL" e 10 ug mL" foi avaliado em valores de densidade éptica (O.D.)
(Figura 37). Verificou-se que na presenga do medicamento, AC ndo demonstrou
qualquer efeito significativo. As concentracées de ZA maiores do que 50 uM
aumentaram os valores de O.D. indicando crescimento bacteriano, quando
comparado aos valores de O.D. do grupo sem tratamento (0,416).
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Co-tratamento de ZA com AC 5 ou 10 pg mL? por 48h
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Figura 37 — Densidade Optica obtida apds 48 h de co-tratamento de S.
mutans com extrato de A. chica5 ug mL" ou 10 pg mL™" e diferentes concentragoes
de 4cido zoledrénico.

Resultados de leitura de densidade optica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3); o
desvio padrao foi igual ou inferior a 0,001 para todos o0s grupos; co-tratamento com diferentes
concentragdes de acido zoledrbnico (ZA) e extrato de A. chica 5 ug mL' (AC 5) ou 10 ug mL' (AC
10); tempo de exposicao: 48 h; bactéria Streptococcus mutans; condi¢cdes de cultivo: meio BHI; 37

°C, atmosfera umida, 5% de COx.

5.2.6.4 — Exposicao de S. mutans a condicoes de troca de tratamento

O tratamento de S. mutans com acido zoledrénico (ZA) 5, 10 ou 100 uM
com ou sem troca do meio de cultura no tempo de 6 h, demonstrou um aumento do
crescimento bacteriano (em valores de densidade 6ptica — O.D.) todas as vezes em
que os microorganismos foram expostos a ZA 100 uM (Figura 38), seja ap6s 6 h ou
12 h, trocando-se ou ndo o meio de cultura. Porém, quando o medicamento na
concentracdo 100 uM foi retirado do meio para a introdu¢cdo de um novo meio de
cultura sem tratamento (condicdo ZA100 — M), esse aumento em O.D. ndo ficou
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evidente. A introducédo do acido zoledrénico no meio, de 10 a 100 uM, aumentou

significativamente as leituras de O.D.

Tratamento de S.mutans com ZA durante 6h e 12h
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S.mutans

S.mutans

ZA100-M
ZA10 - ZA10
100 - ZA100

S.mutans - M

ZA

6h 12h: sem alteragdo do | 12h: troca do meio de | 12h: troca do meio de cultura para
meio de cultura cultura para BHI (M) em ZA em t6h
téh

Figura 38: Densidade Optica de S. mutans obtida apo6s diferentes
condigbes de troca de tratamento ou ndo, com as concentracées de &acido
zoledrénico (ZA) 5, 10 e 100 M.

Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3)
expressos como média; o desvio padrao foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; tempo
final de tratamento de 12 h; durante o tempo de 6 h houve troca do meio de cultura ou ndo; bactérias
sem tratamento (B); adicdo de meio de cultura sem tratamento (M); tratamento com &cido zoledrénico
nas concentragbes de 5 uM (ZA 5), 10 uM (ZA 10) e 100 pM (ZA 100); bactéria Streptococcus

mutans; condigdes de cultivo: BHI; 37°C, atmosfera imida, 5% de CO:.
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6 DISCUSSAO

Grande parte das moléculas que revelaram potencial terapéutico entre
os anos de 1981 e 2011 foram direta ou indiretamente de origem natural (Newman
e Cragg, 2012). Dentro desse contexto, o Brasil apresenta um importante papel no
desenvolvimento de seu perfil de plantas medicinais e fitoterapicos devido ao vasto
patrimonio genético e diversidade cultural (Brasil, 2006); o0 que precisa ser cada vez
mais expandido, estudado e embasado cientificamente. O mercado dos
fitoterapicos representa um futuro promissor, sendo que o Ministério da Saude
publicou em fevereiro de 2009 a Relacao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (Renisus). Muitas das espécies presentes nessa lista ainda
necessitam de estudos complementares para validacdo de sua eficacia e
seguranca, ja que se tratam muitas vezes de plantas nativas ou exéticas adaptadas,
de uso popular bastante estabelecido (Renisus, 2009). Dentre as principais
espécies citadas, tem-se a Arrabidaea chica Verlot como potencial agente
terapéutico para o tratamento de diversas enfermidades e auxiliar da cicatrizacao
de feridas (Brasil, 2006; Jorge et al., 2008).

As desoxiantocianidinas 6,7-tri-hidoxi-5-metoxiflavilio, 6,7,3’,4’-tetra-
hidroxi-5-metoxiflavilio e carajurina  (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio) s&o
encontradas no extrato de A. chica e demonstraram estarem envolvidas com a
atividade farmacoldgica estudada neste trabalho (Jorge et al., 2008), o que também
foi descrito por Mafioleti et al. (2013). O extrato padronizado de Arrabidaea chica foi
produzido a partir de insumo previamente padronizado (processo FAPESP
2007/52739-9) por maceracao em solucao de etanol 70% / agua 30% e acido citrico
0,3%. As antocianinas sdo solUveis em alcool e agua podendo ser facilmente
extraidas com solventes polares, como o etanol e o metanol. O emprego do acido
citrico tem por objetivo manter um pH acido para a manutencao da estabilidade das
antocianidinas do extrato (Macz-Pop et al., 2006), que sao altamente reativas devido

a presenca do cation flavilio.
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Além disso, cuidados adicionais, como o controle da temperatura, ja que
as antocianinas séo estaveis até 60 °C, e também a protecdo contra luminosidade,
por sofrerem alteragdes com exposi¢ao a luz UV (Cardoso et al., 2011), foram outros
parametros controlados durante todo o processo de produc¢ao.

A sensibilidade as condigdes ambientais estimularam o estudo para o
desenvolvimento de uma formulacdo que pudesse proteger o extrato de A. chica
contra a degradacdo. A microencapsulacdo em material formador de parede
contendo mistura de goma arabica e maltodextrina 1:1, foi a escolhida para os
estudos de estabilidade acelerada, devido as caracteristicas de excelente
emulsificacao e retencao de volateis inerentes a goma arabica, somadas a baixa
viscosidade, baixo custo e alto poder de protecéao contra oxidacdo da maltodextrina
(Fernandes et al., 2008). No entanto, ndo foram encontrados resultados satisfatorios
com esse tipo de agente microencapsulante: ap6s 30 dias de incubacao as
amostras encapsuladas apresentaram uma perda em 88% de seu teor de
antocianidinas. As imagens obtidas por MEV demostraram ainda a formacao de
microparticulas rugosas e com depressodes. A forte contracao das goticulas durante
o primeiro estagio do processo de secagem pode ter provocado as depressées em
suas paredes, o que foi verificado por Rosenberg et al. (1998) e Ré (1998) em
microparticulas formadas por goma ardbica. As misturas de materiais formadores
de paredes foram avaliadas por Sankarikutty et al. (1988), que reportaram uma
efetiva microencapsulagéo para o 6leo de cardamomo com diferentes propor¢des
de combinagéo de goma arabica com maltodextrina, sendo que a combinagao 1:2,3
foi a que proporcionou a formacao de melhores capsulas. Neste estudo, a proporcao
goma arabica/maltodextrina foi de 1:1, que ndo demonstrou bons resultados de
estabilidade para as condigbes de armazenamento estudadas, mostrando-se
ineficaz para a manutencao da estabilidade do extrato (ANVISA RE 01/2005).

A espécie Arrabidaea chica tem apresentado efeitos indutores de
citoproliferacao e cicatrizagdo. O estudo de Jorge et al. (2008) revelou que o extrato

da planta induziu a proliferacdo de fibroblastos in vitro de maneira concentracao-
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dependente; estimulou a sintese de colageno in vivo (em ratos) e in vitro;
apresentou atividade anti-ulcerogénica em modelos experimentais em ratos e
moderada capacidade antioxidante. Medeiros et al. (2011) verificaram a atividade
do extrato na protecdo de células hepaticas, em ratos. Aro et al. (2013 a e b)
reportaram, também em ratos, efeitos cicatriciais com énfase na estimulacao de
colageno em lesdes parciais no tendao calcaneo ou de aquiles. Neste estudo, a
atividade do extrato de A. chica foi verificada em experimentos que visaram a
simulacao in vitro da condicdo de OMIB, com a presenca de acido zoledrdnico

influenciando o ambiente celular.

O zoledronato (ZA - 4&cido =zoledrénico) € um dos principais
medicamentos envolvidos na ocorréncia de OMIB. Apesar de caracterizada como
rara, a condicdo tem aumentado sua incidéncia desde os primeiros relatos de sua
ocorréncia em 2003 (Marx et al, 2003), devido ao aumento do numero de
prescricdes médicas. Em fevereiro de 2012, a Secretaria de Farmacovigilancia do
Estado de Sao Paulo publicou o alerta terapéutico do uso de bisfosfonatos
associado ao risco da lesdo, e a partir disso, vé-se a importancia que o assunto
adquire nos dias atuais (Sao Paulo, 2013).

Além dos efeitos diretos e indiretos em osteoblastos e osteoclastos, a
literatura relata a toxicidade dos bisfosfonatos em células epiteliais de maneira
concentracao-dependente (Scheper et al., 2010; Cozin et al., 2011; Draenert et al.,
2012; Arai et al., 2013) o que justificaria o inicio da progressao de OMIB nas maxilas
a partir de alteragdes epiteliais, com a consequente formacao de feridas e exposicao
O6ssea. Nao ha uma completa elucidacdo sobre o mecanismo de toxicidade de ZA
nas células epiteliais, sendo que a apoptose e a ativacdo de caspases,
principalmente a caspase 3, foi uma das principais causas apontadas (Scheper et
al., 2008; Scheper et al., 2010; Ravosa et al., 2010). Outros estudos defendem que
nao ha uma ativagao efetiva da apoptose, mas sim a ocorréncia majoritaria de
necrose a partir de alteracbes em DNA e ciclo celular (Pan et al., 2004; Agis et al.,
2010; Ohnuki et al., 2012; Arai et al., 2013).
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Neste trabalho, os testes em citometria de fluxo ndo apontaram a
ocorréncia de apoptose em queratinécitos, fibroblastos ou osteoblastos de maneira
significativa. A morte celular foi deflagrada, mas aparentemente devido a uma
necrose. A analise em citometria de fluxo em fibroblastos, demonstrou uma
indicacao efetiva da anexina V no tempo de 48 h (item 5.2.4.2, Figura 31), no
entanto, esse fato foi atribuido a células com alteragdes morfolégicas e de tamanho,
muito menores que células viaveis. Patntirapong et al. (2012) indicaram a ocorréncia
de alteracbes morfolégicas provocadas por ZA. Ohnuki et al. (2012) em um estudo
com queratinécitos humanos primarios expostos a concentracdao de 10 uM do
medicamento, observaram poucas células apoptoticas apds 48 h de tratamento, e
um aumento numeérico de células necréticas de acordo com o tempo de incubagéo.
Os mesmos autores também relataram um aumento na fase S do ciclo celular, o
que provocaria a diminuicao de sua proliferacdo. Esses dados corroboram com os
resultados em citometria de fluxo do presente estudo, que observou além de uma
apoptose pouco evidente, uma provavel alteracdo da morfologia celular. Alteragcbes
morfologicas podem provocar modificagées na permeabilidade de membrana,
permitindo a ligagdo da anexina V a fosfatidilserina interior as células na auséncia
de sua externalizacdo, o que explicaria uma imagem de aparente apoptose obtida
em alguns casos. Além disso, ndo houve ativacao de caspase 3/7 em fibroblastos,
0 que suporta a hipotese de necrose celular para essas células; porém em
osteoblastos, apo6s 48 h de tratamento com ZA, a caspase 3/7 esteve ativa. Uma
hip6tese para a indicacao de ativacao de caspases 3/7 sem apoptose evidente em
citometria de fluxo, poderia ser a identificacdo de células em estagio inicial de
apoptose, em que houve a ativacao de caspase, mas ainda nao foi externalizada a
fosfatidilserina interior, entretanto, nada pode ser concluido e mais pesquisas sao
necessarias. O resultado encontrado neste estudo pode ser comparado ao
demonstrado por Kobayashi et al. (2010), que descreveram auséncia da ativacao
de caspase 3/7 em osteoblastos (MC3T3-E1) com concentracbes de até 100 uM de
ZA, mas para um tempo de 24 h de exposicao. Ja Patntirapong et al. (2012)
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descreveram alteracbes morfolégicas e apoptose em MC3T3-E1 em 24 h de
tratamento com ZA.

Com relagcdo aos efeitos sobre a viabilidade celular, apdés 24 h de
tratamento com ZA 10 uM, nenhum efeito citotoxico foi verificado nas células deste
estudo. Contrariamente, Acil et al. (2012) relataram um aumento da proliferagéo de
fibroblastos com ZA 1 — 20 uM, enquanto Scheper et al. (2008) verificaram
diminuicdo na proliferagéo, respectivamente para HaCaT (queratinécito) e HGF
(fibroblasto gengival), em 72% e 31,3% apos o tratamento com ZA 3 uM. Naidu et
al. (2008) também reportaram reducéo da viabilidade de osteoblastos em 24 h de
exposicao a ZA 100 uM, considerada uma alta concentragdo do medicamento.
Valores de 1 a 10 uM de ZA representam o pico daqueles encontrados em plasma
sanguineo, 15 minutos ap6s a infusdo do medicamento (Skerjanec et al., 2003).
Além disso, esse valor € maior do que as concentragdes mensuradas em saliva de
pacientes com OMIB ou sob o uso de ZA, que sao de aproximadamente de 0,4 a 5
UM (Scheper et al., 2009).

Os efeitos citotoxicos de ZA sdo concentracdo-dependentes e tempo-
dependentes. Ravosa et al. (2010) descreveram que apenas concentragdes de ZA
maiores ou iguais a 10 uM para queratinécitos e maiores ou iguais a 30 uM para
fibroblastos, diminuiram a viabilidade dessas células em 48 h. Com relagdo a
linhagem MC3T3-E1, Patntirapong et al. (2012) verificaram uma reducao em
aproximadamente 41-79% da viabilidade celular ap6s 3 dias de tratamento com ZA
0,1 - 100 uM. Uma diminuicdo em aproximadamente 50% para as mesmas células
expostas a ZA 10 uM por trés dias foi reportada por Schindeler & Little (2005).
Utilizando-se a concentracdo de 10 uM de ZA em um tempo de 48 h, observou-se
uma reducdo da viabilidade, respectivamente para queratindcitos (HaCaT),
fibroblastos (PT64-04) e osteoblastos (MC3T3-E1), em 34%, 47% e 51%.

As condicbes de co-tratamento (ZA 10 uM com o extrato de A. chica) por
48 h foram aquelas que apresentaram os resultados mais efetivos de citoprotecao
contra os efeitos prejudiciais de ZA, promovido pelo extrato da planta.
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Comparativamente aos tratamentos somente com ZA, o co-tratamento com a
concentracdo de 5 pg mL' de A. chica aumentou a viabilidade celular,
respectivamente para queratindcitos, fibroblastos e osteoblastos, em 15%, 29% e
6%. Quando o co-tratamento envolveu a concentracdo de 10 ug mL' esse aumento
foi em 2%; 17% e 15%. Apds 72 h de tratamento com ZA, a viabilidade celular de
fibroblastos e osteoblastos foi reduzida em 76% e 65%, respectivamente, ndo sendo
revertida nas situacdes de co-tratamento com o extrato de A. chica.

A proposta inédita de mimetizacao de condigdes clinicas introduzindo-se
o extrato de A. chica previamente ou posteriormente a terapéutica com
bisfosfonatos, que envolveu protocolos com dois momentos distintos de tratamento,
nao apresentou resultados significativos com relagdo ao extrato. Verificou-se que
nas condi¢cdes de pods-terapia, apds o inicio da cascata de eventos biomoleculares
decorrentes da adicdo de ZA, é dificil a reversao ou interrupcao de efeitos de
toxicidade celular.

As concentragdes de 5 e 10 ug mL" do extrato de A. chica comportaram-
se de maneira semelhante com relagdo aos seus efeitos de citoprotecdo. A
efetividade das baixas concentragdes do extrato pode ser explicada devido a sua
moderada atividade antioxidante (Jorge et al., 2008; Siraichi et al., 2013a). Altas
concentracdes de antioxidantes causariam um desequilibrio na quantidade de
peroxidos presentes no meio celular, sendo citotoxicos, enquanto baixas
concentracdes auxiliam o funcionamento celular (Fatokun et al., 2008). Sabe-se
ainda que a estabilidade das antocianinas presentes no extrato de A. chica é
melhorada em condi¢cdes &acidas, assim como condi¢cdes acidas favorecem a
formagdo das antocianidinas (Macz-Pop et al., 2006). Dessa maneira, em uma
situacdo de OMIB onde além da presenca de ZA haja também uma condicédo
infecciosa, o ambiente acido poderia auxiliar o desempenho do extrato da planta,
representando uma vantagem em sua utilizagéo.

O tratamento de OMIB ainda é controverso. As medidas paliativas
adotadas sao a limpeza local, a remocao de sequestro 6sseo e a administracao de
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antibioticos (Forsgren et al., 2011). Outros autores demonstraram que a reposi¢ao
de geranilgeraniol, blogueado na via do mevalonato pelos bisfosfonatos
nitrogenados, seria uma alternativa para o tratamento da lesdo (Marcuzzi et al.,
2011; Ziebart et al., 2011). Os lasers de alta e de baixa poténcia também tém
apresentado resultados importantes para o auxilio da melhora dos sintomas da
doenca (Martins et al., 2012).

A alternativa de utilizacao de agentes citoprotetores para o tratamento de
lesbes de OMIB é algo novo e promissor. Draenert et al. (2012) descreveram
viabilidade semelhante as células sem tratamento em fibroblastos e osteoblastos
humanos primarios co-tratados com ZA 50 uM e dexrazoxane 600 uM. Assim como
o extrato de A. chica, dexrazoxane apresenta atividade antioxidante (Sociedade
Brasileira de Cardiologia - SBC, 2011), porém, sem as vantagens do baixo custo e

a facil acessibilidade para a populacao apresentados pela planta.

As concentragbes de 5 e 10 pg mL' do extrato de A. chica, que
demonstraram efeitos citoptotetores em células sob tratamento com ZA, néo
estimularam de maneira significativa o crescimento das células C4-2B, neste
estudo. Esse resultado sugere a possibilidade de um tratamento de feridas de OMIB

préximas a tumores, sem que haja a estimulacao das células malignas.

A linhagem C4-2B ¢é de origem prostatica com caracteristicas
osteoblasticas. Aproximadamente 15 a 30% dos pacientes diagnosticados com
cancer de prostata acabam desenvolvendo a doenga em osso (Rigaud et al., 2002).
O cancer 6sseo geralmente desenvolve-se a partir de uma metastase ou de um
tumor primario que acaba invadindo os tecidos, sendo raramente uma condi¢do
primaria (Yang et al,, 2012). Auxiliares no manejo de patologias causadoras de
ostedlise maligna, por inibirem as ac¢des de osteoclastos, os bisfosfonatos séo
empregados em tratamentos desse tipo de cancer e portanto, eventualmente OMIB
pode estar relacionada a uma situacao oncolédgica que afete o tecido 6sseo. Nesse
contexto, além da auséncia de efeitos nas concentragcdes de 5 e 10 ug mL', o
extrato de A. chica demonstrou bons resultados para um efeito antiproliferativo em
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C4-2B: concentragdes maiores ou iguais a 25 pg mL™ foram citotoxicas, reduzindo
a viabilidade das células em 40% e 63% (respectivamente a 25 pg mL' e 50 pg mL-
1), aproximadamente. Bhuiyan et al., (2006) verificaram que apdés um periodo de 48
h de tratamento, 3,3 -diindoliimetano 25 uM foi capaz de reduzir a viabilidade de C4-
2B em 50%. Banerjee et al., (2007) relataram uma redugéo em 15%, 32% e 56% na
viabilidade de C4-2B conseguida com o taxotere combinado ao ABT-627
(antagonista do receptor do vasoconstritor endotelina), nas concentragdes
respectivas de 10, 25 e 50 pM, apds 72 h de tratamento. Yang et al. (2012)
reportaram uma diminuicdo da proliferacao celular com bevacizumab (anticorpo
monoclonal IgG1 capaz de inativar o fator de crescimento endotelial - VEGF) de
maneira concentracdo-dependente. Apds dois dias de tratamento a concentracédo
100 pug mL" foi a efetiva em diminuir a proliferagdo em cerca de 40%, e em 3 dias
essa diminuicdo atingiu 83%. O extrato de A. chica foi efetivo em reduzir a
viabilidade de C4-2B de uma maneira comparavel aos estudos descritos, e em uma

concentragao cerca de quatro vezes menor do que bevacizumab.

No estudo de Lim et al. (2005) os autores verificaram em células LNCaP
um aumento na producdo de perdxidos que poderia estar relacionada a
tumorgenicidade dessas células em pesquisas com animais. Visto que o aumento
de espécies oxigénio reativas pode induzir a proliferacdo de tumores (National
Cancer Institute — NCI), a atividade antioxidante apresentada pelo extrato de A.
chica (Jorge et al., 2008; Siraichi et al., 2013a) poderia justificar seus efeitos
antiproliferativos, bem como representar uma vantagem de sua utilizacao para essa

finalidade.

Neste estudo, a viabilidade de C4-2B também foi alterada por ZA 5 uM,
e reduzida em 52% apds 48 h de tratamento com o medicamento. Corey et al.,
(2003) demonstraram que ZA 13,6 uM promoveu uma significante inibicdo da
proliferacao celular (15-45%) apds dois dias de tratamento em células LNCaP e PC-
3. Em estudo in vivo verificou-se que ZA (5 ug/rato, 2x/semana) apresentou efeitos
antiproliferativos em tumores ésseos originados de células C4-2B (Li et al., 2011).
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Os bisfosfonatos tém-se mostrado potenciais medicamentos auxiliares para o
tratamento de tumores (Debiais F, 2013).

Além da possibilidade de envolvimento das células tumorais em feridas
de OMIB, outra importante condicdo a ser observada € a infecgdo bacteriana.
Grande parte das manifestacbes de OMIB caracteriza-se pela presenca de
exposi¢ao 6éssea necroética associada a infecgéo, e também dor, edema, parestesia,
supuracao e ulceracdes em tecidos moles (Pires et al., 2005). Efeitos sobre a
proliferacdo bacteriana também foram estudados com relagdo aos bisfosfonatos:
Muller et al. (2012), verificaram que o bisfosfonato clodronato 100 pM diminuiu a
concentragao celular de S. mutans apds um periodo de 20 h de incubacéo, de 0,57
(x 0,15) para 0,26 (+ 0,08) em ODeoo unidades. Neste estudo, ao contrario,
observou-se um efeito indutor de crescimento de S. mutans promovido por ZA em
altas concentragbes (100 pM). Kobayashi et al. (2010), observaram que ZA
estimulou a aderéncia de S. mutans a hidroxiapatita (concentragdes maiores do que
100 uM), apresentando dessa maneira, resultados comparaveis aos obtidos nestes

experimentos.

As concentracdoes plasmaticas de pacientes usuarios de ZA sao
estimadas entre 1 a 10 uM (pico ap6s a infusdo medicamentosa intravenosa), e as
do fluido gengival e saliva entre 4,5 — 5 uM (Scheper et al., 2009). Esses valores
sd0 menores do que 0s necessarios para a promog¢ao de um crescimento visivel de
S. mutans, de acordo com o presente estudo; porém, por hipbtese € possivel que
em determinadas situagdes, possa haver uma estimulacdo do crescimento
bacteriano, até mesmo de outras espécies que nao foram, neste trabalho,
estudadas. Ohnuki et al. (2012) verificaram que o tratamento com ZA de uma
mucosa oral feita através de engenharia tecidual, resultou em um epitélio mais fino
e com células basais menos organizadas do que o de um tecido sem tratamento.
Dessa maneira, a exposi¢cao oral de um osso contendo bisfosfonato incorporado
poderia representar uma alta concentracdo relativa do medicamento na regido,

predispondo a uma estimulacdo bacteriana. Além disso, um epitélio mais fino e
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desorganizado apresenta dificuldades de cicatrizacao, estimulando condi¢des para
a necrose tecidual. Com a proliferacéo de bactérias orais, a ocorréncia de infeccéao
0ssea e da mucosa seria facilitada, o que acarretaria fatalmente em osteonecrose

maxilar.

Ha uma participacéao efetiva das bactérias orais no mecanismo de OMIB,
e dessa forma, uma avaliacdo microbiolégica é recomendavel em estudos que
envolvam terapias para o tratamento da doenca. Neste estudo, verificou-se que
diferentes concentracées do extrato de A. chica, empregadas isoladas ou em co-
tratamento com ZA, ndo influenciaram no crescimento de S. mutans, o que
corrobora com os estudos de Duarte (2006) e Mafioleti et al. (2013) que verificaram

auséncia da atividade do extrato da planta contra o género Streptococcus.

O extrato de A. chica em baixas concentragées (5 e 10 pg mL™)
apresentou efeitos citoprotetores em células expostas a ZA, sem estimular o
crescimento de células de cancer ou de S. mutans. Os resultados deste trabalho,
embora preliminares, apresentam dados promissores que justificam uma aplicagéo-
teste in vivo do extrato de A. chica em situacdes de OMIB. Condigdes in vitro muitas
vezes ndo conseguem reproduzir adequadamente condigdes in vivo, e por isso seria
indicada a realizagdo dessa ultima condicdo, para complementacdo dos dados e
obtencao de conclusées mais consistentes (Markowitz & Zhu, 2012). O extrato de
A. chica poderia ser uma opcao de tratamento adequada e acessivel aos pacientes

com a enfermidade.
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7 CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico de Arrabidaea chica Verlot apresentou
resultados promissores para a obtencao de um efeito citoprotetor de queratindcitos,
fibroblastos e osteoblastos, quando tratados com acido zoledrénico. Apesar disso,
novos estudos in vitro e também in vivo devem ser conduzidos para a comprovacao

dos resultados observados preliminarmentes.

As concentragdes de A. chica entre 5 e 10 ug mL' ndo afetaram a
viabilidade celular de células C4-2B, enquanto concentracées maiores do que essas

foram citotdxicas.

Nao ocorreu qualquer atividade do extrato hidroalcodlico de A. chica, em
concentragdes que variaram até 100 ug mL' sobre bactérias Streptococcus mutans.
No entanto, concentracbes de acido zoledrdnico superiores a 50 yuM parecem

estimular o crescimento bacteriano.

A microencapsulacdo do extrato de Arrabidaea chica em material
formador constituido por mistura de goma arabica com maltodextrina (1:1) ndo se
apresentou vantajosa com relagcdo ao extrato bruto sem microencapsular para a

obteng¢édo de uma maior estabilidade dos principios ativos.
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APENDICE 1

Analises fitoquimicas do extrato hidroalcoodlico de Arrabidaea chica

¢ Isolamento do padrao carajurina

O padrao carajurina foi isolado pela doutoranda llza Maria de Oliveira Sousa, a
partir do extrato bruto de A. chica através da cromatografia em coluna aberta. O adsorvente
utilizado foi a metil celulose cristalina (Merck), e os eluentes foram hexano, diclorometano,

metanol e metanol acidificado com 0,02% de acido trifluoroacético.

O monitoramento das fragdes coletadas foi feito através de cromatografia em
camada delgada (CCD). Utilizou-se cromatofolha de aluminio, silica gel 60 Fa4s (Merck) e a
fase mdvel para eluigéo foi butanol:dgua:acido acético na proporgéo 4:5:1.

e Limpeza das amostras por extracao em fase solida para analise das
antocianinas

As amostras do extrato bruto de A. chica foram pesadas (10,0£0,5 mg) em
balanca analitica (METTLER AB204) e submetidas ao processo de limpeza em cartucho
C18 e, a sequir, avaliadas por CLAE-DAD. Em um cartucho C-18 marca STRATA
Phenomenex de capacidade de 100 mg/3 mL acoplado em um Manifold (J.T.BAKER) sob
vacuo, condicionado com 6 mL de solucao acida de HsPOs pH 2,0 descartando essa
fracdo. Em seguida dissolveu-se 10 mg do extrato bruto livre em 2 mL de MeOH grau CLAE
que foi eluido no cartucho, lavando com aproximadamente 6 mL de MeOH grau CLAE
marca JTBAKER. A amostra foi diretamente coletada em baldo volumétrico de 10,00 mL
completou-se o volume com a mesma fase movel utilizada na eluicdo do cartucho.
Posteriormente, filtrou-se a solugao resultante em filtro de 0,45 um (Millepore) e armazenou-
se em frasco &mbar para analise por CLAE-DAD.
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o Extracao das antocianidinas das amostras microencapsuladas.

As amostras microencapsuladas de A. chica foram pesadas em triplicata em
baldo volumétrico de 10,0mL em balanga analitica (METTLER AB204) (100,0 mg + 0,9).
Apo6s adicao de 2 mL de H20 o balao foi deixado em aparelho de ultrassom por 3 minutos.
A seguir o volume foi completado para 10 mL com metanol e transferido para um tubo
falcom de 50 mL, para precipitagdo da matriz polimérica. Apés centrifugacdo da amostra a
3000 rpm (5 °C), foram retirados 5,0 mL do sobrenadante para realizagao do processo de
limpeza em cartucho C18. A seguir o material resultante foi analisado por CLAE-DAD.

e Preparo da fase mével

Metanol grau CLAE foi filtrado, sob vacuo e sonificagdo, em sistema Millepore
usando membrana PVDF de 0,45 um e 47 mm de didmetro. Esse filtrado, denominado de
Fase movel B, foi acidificado por solugao aquosa de H3sPO4 até atingir o pH 2,0 + 0,1 Essa
solucao foi denominada de fase mével A.

e Pesos, tempos de exposicao e datas da retirada das amostras EB
(extrato bruto livre) e EBM (extrato bruto microencapsulado em mistura de
goma arabica com maltoextrina 1:1) incubadas em camara climatica.

Data retirada Massa de Massa de Tempo de
para analise amostra EB(g) amostra EBM(g) exposicao(dia
s)

15/08/2011 5 5 0
30/08/2011 5 5 15
19/09/2011 5 5 30
14/10/2011 5 5 60
16/11/2011 5 5 90
13/12/2011 5 5 120
13/02/2012 5 5 180
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e Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia Liqluida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

As amostras foram dissolvidas em solvente apropriado, grau cromatografico, e
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de diodos
(DAD). As condicdes para analise foram otimizadas a partir de metodologia sugerida por
Wen et al (2005).

e Condicoes cromatograficas

As andlises foram realizadas por CLAE (Shimadzu) acoplada a detector de UV
com arranjo de diodos (Shimadzu). As condi¢cdes cromatograficas e gradiente fase mével
utilizadas esté@o descritas nos quadros (A e B).

Quadro A: Programa de gradiente fase mével para analises por CLAE-DAD.

Tempo Solvente H>O +H3PO4 Solvente Metanol
(min) pH 2,0+0,10 (%A) (%B)
0-50 55 45

5-20 10 90
20-30 0 100
30-45 55 45
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Quadro B: Condicdes cromatograficas utilizadas para analise das

antocianidinas presentes no extrato de A. chica.

Equipamentos e acessorios

Especificacao

Bomba Shimadzu

LC 10atm

Coluna

- C18 Gemine- Phenomenex 5um 110A°
- (250mm x 4,6 mm x 5um)

Volume de injegéo 20uL
Vazao de fluxo 1 mL/min
Detector Shimadzu M10AVP UV-DAD

Fase movel Gradiente: H-O/ Metanol

Comprimento de onda A=470nm

Forno CTO-10ASVP 35°C

Software Class VP -5
Tempo de retencéo Pig1= 7,0 7,5; pig 2= 10,0-10,8min; pig 3= 17,0-17,9
min

Injetor automatico

Injetor automatico sil-20AT HT
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e Cromatogramas obtidos apos analise por CLAE-DAD do extrato bruto
de A. chica microencapsulado em goma arabica com maltodextrina (1:1)
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Figura A: Cromatograma do extrato bruto de A. chica microencapsulado com
goma arabica/ maltodextrina (1:1).

T=0, cromatdgrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1mL/min,forno 35°C e
Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,4 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=14,9min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura B: Cromatograma do extrato bruto de A. chica microencapsulado com
goma arabica/ maltodextrina (1:1).

T=15 dias, cromatégrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min, forno 35°C e
Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3,4-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,6 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,2 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura C: Cromatograma do extrato bruto de A.chica microencapsulado com
goma arabica/ maltodextrina (1:1).
T=30dias, cromatografo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,forno 35°C e

Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,7 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,3 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura D: Cromatograma do extrato bruto de A. chica microencapsulado com
goma arabica/ maltodextrina (1:1).

T=60dias, cromatografo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,forno 35°C e
Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3 4 -tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,7 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,3 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura E: Cromatograma do extrato bruto de A.chica microencapsulado com
goma arabica/ maltodextrina (1:1).
T=90dias, cromatdgrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,forno 35 °C e

Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,5 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,0 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura F: Cromatograma do extrato bruto de A. chica microencapsulado com

goma arabica/ maltodextrina (1:1).

T=120dias, cromatografo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,forno 35 °C e
Software Class VP -5, (TR=5,7) (6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,7 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,0 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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Figura G: Cromatograma do extrato bruto de A. chica microencapsulado com

goma arabica/ maltodextrina (1:1).

T=180dias, cromatografo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min,forno 35 °C e
Software Class VP -5, (TR=5,5) (6,7,3,4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio) (TR=7,8 min) (6,7-tri-hidoxi-5-
metoxiflavilio) e carajurina (TR=15,0 min) (6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio).
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APENDICE 2

Tratamento das células com AC

I
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Figura A — Viabilidade (%) de queratindcitos, fibroblastos e osteoblastos
submetidos ao tratamento com diferentes concentragdes do extrato de A. chica (AC; ug
mL") durante 24, 48 e 72 h*.

Células tratadas com ZA 10 pM em diferentes tempos de duragdo
120

100
80
60
40

Viabilidade celular (%)

20

24h 48h 72h
Tempo: horas

O-=queratindcitos ==@==fibroblastos ==®#==o0steoblastos

Figura B — Viabilidade (%) das células epiteliais e osteoblastos submetidos ao
tratamento com acido zoledrdnico (ZA) 10 uM durante 24, 48 e 72 h*.

*Tempos de exposicdo: 24, 48 e 72 h; linhagens: HaCaT (queratin6cito humano imortalizado);

PT64-04HF (fibroblasto gengival humano primario) e MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condi¢gdes de cultivo
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respectivamente: DMEM 5% SFB; DMEM 5% SFB e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera imida, 5% de COs:.
Método de avaliagdo por absorbancia utilizando-se a sulforrodamina B (queratinécitos) ou cristal de violeta
(fibroblastos e osteoblastos).

Células tratadas com AC e ZA 10 pM por 48h
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ZA+AC5 ZA+AC10 ZA ZA+AC5 ZA+AC10 ZA ZA+AC5 ZA+AC10

Viabilidade celular (%)
O O O o o o

Queratindcitos Fibroblastos Osteoblastos

Figura C — Viabilidade (%) das células apés 48 h do co-tratamento &cido
zoledronico 10 pM e extrato de A. chica5 e 10 ug mL™.

“#8¥ simbolos diferentes representam diferenga estatistica ANOVA p<0,05; tempo de exposigéo:
48 h; linhagens: HaCaT (queratinécito humano imortalizado); PT64-04HF (fibroblasto gengival humano primario)
e MC3T3-E1 (pré-osteoblasto de rato); condi¢des de cultivo respectivamente: DMEM 5% SFB; DMEM 5% SFB
e Alpha-MEM 5% SFB; 37 °C, atmosfera Umida, 5% de CO2. Método de avaliagao por absorbancia utilizando-
se a sulforrodamina B (queratinécitos) ou cristal de violeta (fibroblastos e osteoblastos).
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APENDICE 3

Experimentos envolvendo bactéria Streptococcus mutans

Tabela A — Densidade Optica obtida ap6s 48 h de tratamento de S. mutans com
DMSO.

Concentracoes

Tratamento 0 0,1x10°% | 1x10°% | 5x10°% | 10x10°% | 100x10°%

DMSO 0,416 0,406 0,411 0,423 0,419 0,424

Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3) expressos
como média; o desvio padrdo foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; tratamento com diferentes
concentragdes de dimetilsulféxido (DMSQO); tempo de exposigdo: 48 h; bactéria Streptococcus mutans;

condi¢des de cultivo: BHI; 37 °C, atmosfera Umida, 5% de CO2.

Tabela B — Densidade éptica obtida apds 48 h de tratamento de S. mutans com
extrato de A. chica.

Concentracoes

Tratamento 0 0,1pugmL?'| 1 pgmL' 5ugmL' 10 uyg mL"' | 100 pg mL"*

AC 0,416 0,409 0,405 0,416 0,411 0,409

Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3) expressos
como média; o desvio padrado foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; tratamento com diferentes
concentragdes do extrato de A. chica (AC); tempo de exposicédo: 48 h; bactéria Streptococcus mutans; condi¢cdes
de cultivo: BHI; 37 °C, atmosfera imida, 5% de COa.
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Tabela C — Densidade 6ptica média obtida apds 24 h e 48 h de tratamento de
S. mutans com diferentes concentragoes de acido zoledrénico.

Tempo 0 1M 5uM 10 pM 50 pM 100 uM
24h* 0,428 0,365 0,446 0,451 0,504 0,532
48h 0,418 0,429 0,432 0,443 0,533 0,590

(£0,01) (+0,00) (+0,01) (£0,02) (£0,01) (£0,02)

*simbolo representa valores de desvio padréo iguais ou inferiores a 0,001. Resultados de leitura
de densidade o6ptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3) expressos como média + desvio padréo;

tratamento com diferentes concentragdes de acido zoledrdnico (ZA); tempo de exposicdo: 48 h; bactéria

Streptococcus mutans; condigdes de cultivo: BHI; 37 °C, atmosfera imida, 5% de COx.

Tabela D — Densidade éptica obtida ap6s 48 h de co-tratamento de S. mutans

com extrato de A. chica 5 ug mL" ou 10 ug mL" e diferentes concentragdes de acido

zoledronico.
Tratamento | ZA 1uM | ZA 5uM | ZA 10uM | ZA 50uM | ZA 100uM
AC5pugmL' | 0,406 0,420 0,426 0,531 0,591
AC 10 pgmL* | 0,421 0,415 0,433 0,515 0,579

Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3) expressos

como meédia; o desvio padrao foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; co-tratamento com diferentes
concentragdes de acido zoledrdnico (ZA) e extrato de A. chica (AC) 5 ou 10 ug mL™'; tempo de exposigado: 48 h;

bactéria Streptococcus mutans; condigdes de cultivo: BHI; 37 °C, atmosfera timida, 5% de COs-.

140



Tabela E — Densidade 6ptica de S. mutans obtida apés diferentes condi¢oes de
troca de tratamento ou ndo, com as concentracdes de acido zoledrénico (ZA) 5, 10 e 100
UM.

. Troca do meio para meio .
Sem troca do meio M) Troca do meio para ZA
6h 12h 12h 12h
Controle —
Controle | 0,391 | 0,383 Controle - M 0,668 0,693
ZA 5 uM
Controle —
ZA5uM | 0,395 | 0,385 ZA5uM-M 0,655 0,704
ZA 10 uM
Controle —
ZA10puM | 0,417 | 0,390 ZA10 uM - M 0,685 0,804
ZA 100 pM
ZA 100 ZA 5 UM —
0,432 | 0,534 ZA100 pM -M | 0,688 0,701
uM ZA 5 uM
ZA 10 uM —
0,698
ZA 10 uM
ZA 100 pM —
0,814
ZA 100 uM

Resultados de leitura de densidade éptica (Thermo Fisher® Scientific BIOMATE 3) expressos
como média; o desvio padrao foi igual ou inferior a 0,001 para todos os grupos; tempo final de tratamento de 12
h; durante o tempo de 6 h houve troca do meio de cultura ou nao; bactérias sem tratamento (controle); adi¢éao
de meio de cultura sem tratamento (M); tratamento com acido zoledrénico nas concentragdes de 5 uM (ZA 5),
10 uM (ZA 10) e 100 uM (ZA 100); bactéria Streptococcus mutans; condigdes de cultivo: BHI; 37 °C, atmosfera
Umida, 5% de COa.
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ANEXOS

O obtencao do pedido de patente relacionada ao trabalho desenvolvido
pelo grupo em formulagcdes do extrato de Arrabidaea chica Verlot:

= (WO2013091056) “PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS
COMPRISING ARRABIDAEA CHICA EXTRACT IN CONTROLLED RELEASE
SYSTEMS, PRODUCTION PROCESS AND USE THEREOF”.
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