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Resumo

Introducédo: A bactéria Staphylococcus aureus é o agente etioldgico de maior incidéncia nas infecgdes de pele, dentre
elas a celulite infecciosa. Seu tratamento é contido por antibi6ticos, porém o uso de plantas medicinais vem sendo
utilizadas para tratamento. Acmella oleracea é uma planta da familia Asteraceae conhecida como jambu. Objetivos:
Avaliar a acdo do extrato das folhas de Acmella oleracea em co-cultivo da linhagem celular L929 e bactérias
Staphylococcus aureus simulando o processo de celulite infecciosa. Metodologia: Foi realizado primeiramente o teste
MTT e Cristal Violeta na linhagem celular L929 incubadas com o extrato do jambu, nas concentra¢fes 500 pg/mL,
1000 pg/mL e 2000 pg/mL. Foi realizado ensaios com Staphylococcus aureus incubado no periodo de 24 horas com o
extrato do jambu nas mesmas concentragdes. Resultados: Na avaliagdo das células L929 no teste MTT houve uma
significancia na concentra¢do de 1000 pg/mL apresentando uma baixa atividade metabdlica em relagdo as outras
concentragdes. No teste cristal violeta ocorreu um maior estimulo nas demais concentragdes quando comparado ao
controle. Na viabilidade da bactéria observou-se uma queda significativa da viabilidade quando comparado ao
controle. A concentragdo de 500 ug/mL foi que apresentou um menor indice de UFC. Ao realizar o teste do co-cultivo
L929 - S. aureus apds a incubacdo de 24 horas com diferentes concentragdes do extrato, foi possivel avaliar que a
acdo do extrato apresentou uma reducdo significativa na viabilidade bacteriana e ndo interferéncia a viabilidade das
células L929. Conclusdo: Com estes resultados demonstramos que o extrato de Acmella oleracea apresentou uma
atividade antimicrobiana sem interferir na linhagem de fibroblastos L929, sendo assim podendo ser utilizada contra a
celulite infecciosa.

Palavras-chave: Estafilococo; Fibroblasto de camundongo; Jambu; Viabilidade celular.

Abstract

Introduction: Staphylococcus aureus bacteria is the etiological agent with the highest incidence in skin infections,
including infectious cellulitis. Its treatment is contained by antibiotics, but the use of medicinal plants has been used
for treatment. Acmella oleracea is a plant of the Asteraceae family known as jambu. Objectives: To evaluate the
action of Acmella oleracea leaf extract in co-cultivation of the L929 cell line and Staphylococcus aureus bacteria,
simulating the process of infectious cellulitis. Methodology: The MTT and Crystal Violet test was first performed on
the L929 cell line, incubated with jambu extract, at concentrations of 500 pug/mL, 1000 pg/mL and 2000 pg/mL. Tests
were carried out with Staphylococcus aureus incubated for a period of 24 hours with jambu extract at the same
concentrations. Results: In the evaluation of L929 cells in the MTT test, there was a significance in the concentration
of 1000 pg/mL showing a low metabolic activity compared to other concentrations. In the crystal violet test there was
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a greater stimulus in the other concentrations when compared to the control. In bacterial viability, a significant drop in
viability was observed when compared to the control. The concentration of 500 pg/mL showed the lowest CFU index.
When performing the L929 - S. aureus co-cultivation test after incubation for 24 hours with different concentrations
of the extract, it was possible to assess that the action of the extract presented a significant reduction in bacterial
viability and did not interfere with the viability of L929 cells. Conclusion: With these results we demonstrate that the
Acmella oleracea extract presented an antimicrobial activity without interfering with the L929 fibroblast lineage, thus
being able to be used against infectious cellulitis.

Keywords: Staphylococcus; Mouse fibroblast; Jambu; Cell viability.

Resumen

Introduccion: La bacteria Staphylococcus aureus es el agente etioldégico de mayor incidencia en las infecciones
cutaneas, incluida la celulitis infecciosa. Su tratamiento esta contenido por antibidticos, pero se ha utilizado el uso de
plantas medicinales para el tratamiento. Acmella oleracea es una planta de la familia Asteraceae conocida como
jambu. Objetivos: Evaluar la accién del extracto de hoja de Acmella oleracea en el co-cultivo de la linea celular L929
y la bacteria Staphylococcus aureus, simulando el proceso de celulitis infecciosa. Metodologia: La prueba MTT y
Crystal Violet se realiz6 primero en la linea celular L929, incubada con extracto de jambu, a concentraciones de 500
Mg / mL, 1000 pg / mL y 2000 ug / mL. Las pruebas se realizaron con Staphylococcus aureus incubado por un
periodo de 24 horas con extracto de jambu a las mismas concentraciones. Resultados: En la evaluacion de células
L 929 en la prueba MTT, hubo una significancia en la concentracion de 1000 pg / mL mostrando una baja actividad
metabdlica en comparacion con otras concentraciones. En la prueba de violeta cristal hubo un mayor estimulo en las
otras concentraciones en comparacion con el control. En la viabilidad bacteriana, se observé una caida significativa en
la viabilidad en comparacién con el control. La concentracién de 500 pg / mL mostré el indice de UFC mas bajo. Al
realizar la prueba de co-cultivo L929 - S. aureus luego de 24 horas de incubacién con diferentes concentraciones del
extracto, se pudo evaluar que la accién del extracto presenté una reduccion significativa en la viabilidad bacteriana y
no interfirid con la viabilidad de células L929. Conclusién: Con estos resultados demostramos que el extracto de
Acmella oleracea presenté actividad antimicrobiana sin interferir con el linaje de fibroblastos L929, pudiendo asi ser
utilizado contra la celulitis infecciosa.

Palabras clave: Staphylococcus; Fibroblasto de raton; Jambu; Viabilidad celular.

1. Introducéo

As infeccOes bacterianas na pele sdo decorrentes de varios fatores, dentre eles, os ambientais e individuos como falta
de higiene, baixa resisténcia imunologica, diabetes mellitus, predisposicdo genética, assim como os fatores associados ao grau
de viruléncia e patogenicidade do microrganismo. Os principais agentes sdo as bactérias do género Staphylococcus e
Streptococcus (Pires et al., 2015).

Os Staphylococcus sdo bactérias gram-positivas e/ou anaerdbicas facultativas, sdo encontrados principalmente na
pele, podendo tornar-se patogénico em condicdes como a quebra de barreira cutdnea ou diminui¢do da imunidade. E
responséavel por vérias infecgdes, como infecgcdes na pele e no subcuténeo, infeccbes pds-cirdrgicas, abscessos e bacteremia
(Gelatti et al., 2009). Podem causar diversos processos infecciosos, desde infecgdes cutaneas crénicas até infecgdes sistémicas,
podendo atingir os tecidos mais profundos. A resisténcia do S. aureus aos antibidticos tem sido desenvolvida por mutagdes em
seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias das mesmas espécies (Santos et al., 2007). A bactéria
Staphylococcus aureus é o agente etioldgico de maior incidéncia nas infecgdes de pele, desde as mais simples como celulites,
furdnculo, impetigo até infecgBes como pneumonias, meningite, endocardite, entre outras.

Dentre as infec¢des de pele, encontra-se a celulite infecciosa, que é caracterizada como uma infecgdo que atinge a
derme profunda, epiderme e tecido subcutaneo. As bactérias espalham-se rapidamente sobre uma grande area impedindo que
os tecidos limitem a extensdo da infeccdo. A sua etiologia ocorre em 75% dos casos relacionado & infec¢do pelo
Staphylococcus (Pires et al., 2015) e, em geral, espalham-se numa area mais reduzida (Brum et al., 2016). A celulite infecciosa
manifesta sinais locais de inflamacéo (eritema, edema, calor e dor) e na maioria febre e leucocitose. Os fatores de risco
sistémicos gerais incluem insuficiéncia venosa, linfedema, doenga vascular periférica, diabete e obesidade. Em relagdo aos
fatores locais incluem Ulceras, trauma e picadas de inseto. A celulite infecciosa desenvolve no geral nas pernas. A infeccéo

aparece depois de a pele ter sido danificada devido a uma leséo, ulceragdo ou dermatite. As zonas da pele que incham devido
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ao liquido exsudado (edema) sdo mais vulneraveis (Brum et al., 2016). O diagnéstico clinico e tratamento consiste em medidas
de suporte, elevar membros acometidos e antibioticoterapia. Deve durar de 5 até 14 dias a depender da gravidade ou resposta
clinica aos primeiros dias do antibidtico. (Souza, 2003).

No Brasil, somente 20% da populacdo consome 63% dos medicamentos, enquanto o restante encontra nos
medicamentos de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recurso terapéutico. H4 um grande
avanco cientifico envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais, obtendo novos compostos com
propriedades terapéuticas. A organizacdo Mundial de Saldde (OMS) estima que 65-80% das pessoas nos paises confiam na
medicina tradicional para assisténcia primaria de salde e que 85% desta medicina envolvem o uso de extratos de plantas
(Haida et al., 2007). As plantas medicinais vém sendo utilizadas para tratamento, cura e prevencao de doencas (Martins, 2016).
Neste contexto, um estudo visando determinar o potencial da atividade antibacteriana dos extratos aquosos de varias plantas
medicinais em bactérias de importancia em alimentos foi realizado (Ferreira et al., 2020). Os resultados evidenciaram o efeito
bactericida destes extratos sobre as bactérias

Uma destas plantas é a Acmella oleracea conhecida no Brasil principalmente como jambu, identificada entre uma das
espécies de grande relevancia de sua familia, Asteraceae, que possui cerca de 25.000 espécies distribuidas aproximadamente
entre 1000 géneros botanicos. A. oleracea € nativa da regido AmazOnica brasileira, principalmente do estado do Para
conhecida por suas propriedades anti-inflamatérias e antibacterianas (Ojeda, 2017). Do extrato das folhas de A. oleracea é
extraido o 6leo essencial com indice elevado de uma substancia conhecida como espilantol, uma N-isobutilamida responsavel
pelas propriedades bioatividades anti-inflamatérias, antissépticas e anestésicas da planta e também induz a atividade de
eliminagdo de radicais livres e inibe a transcricdo inflamatoria na dermatite e pancreatite (Meireles, 2016; Chagas, 2020).
Devido a presenca desta substancia, a planta possui aplicacdo tradicional em produtos farmacéuticos, alimentos e produtos para
a saude e cuidados pessoais. Assim, pensando-se na vasta biodiversidade Amazénica, a utilizagdo de plantas é extremamente
promissora e pode ser conduzida com amplas possibilidades de novas descobertas, podendo causar impactos positivos, como,
em doencas infecciosas, canceres, em diversas areas das ciéncias da saude.

Desta forma, o objetivo do presente estudo é avaliar a acdo do extrato das folhas de Acmella oleracea sob a bactéria

Staphylococcus aureus e em células L929 simulando o desenvolvimento da celulite infecciosa.

2. Metodologia

Esse estudo experimental, in vitro, utilizou um método hipotético dedutivo, com abordagem quantitativa através da
analise estatistica dos dados recolhidos (Pereira et al., 2018). Para todos os experimentos foram realizadas analises estatisticas
no programa GraphPad Prism®, versdo 5.01 — 1992-2007. As médias dos dados foram comparadas pelo teste ANOVA seguido
por Tukey, estabelecendo o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os dados sdo apresentados como média e desvio padrao.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com dois experimentos independentes.

2.1 Origem do extrato

Todo o processamento para obtencdo do extrato utilizado no presente trabalho foi realizado por Silva (2021), onde foi
feito o cultivo da planta medicinal no Centro de Estudos da Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP)
em Sé&o José dos Campos-SP. O processo de extragdo e o fracionamento liquido-liquido foi realizado no laboratorio de Sintese
Orgénica, localizado no Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D) da UNIVAP.

No presente trabalho a membrana contendo extrato bruto foi dissolvida em metanol em tubo Falcon (50 mL) em
agitador Vortex (Global Trade Technology/ XH-C). Para a realizacdo dos experimentos o extrato foi diluido em meio de
cultura meio MEM (Minimum Essential Medium — Gibco) suplementado com 5 % de SFB e 1 % antibidtico/antimicético,
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separados em tubos Falcon (15 mL) nas concentragfes 500 ug/mL, 1000 ug/mL e 2000 ug/mL sendo utilizadas em todos os

experimentos.

2.2 Linhagem Celular

A linhagem celular clone L929 (ATCC CCL-1 NCTC) é uma linhagem continua de fibroblastos de camundongo. Para
0 presente estudo, optou-se pela sua utilizagdo, pois tem sido modelo em testes de citotoxicidade/viabilidade celular segundo a
ISSO 10993. A mesma foi adquirida do Laboratorio de Cultura de Células do Instituto Adolfo Lutz, Séo Paulo, SP, Brasil.

Para o cultivo da linhagem celular L929, as células foram mantidas em garrafas de cultura 75cm2 com meio MEM
(Minimum Essential Medium - Gibco) suplementado com 5% de SFB (Gibco® - Life Technologies) e 1%
antibiético/antimicético (Gibco® — Life Technologies) e incubadas em estufa a 37°C e pressdo de 5% de CO, (Forma
Scientific CO, Water Jacketed incubator — Instrucom Ltda). O crescimento celular foi acompanhado por meio de observagdes
di&rias em microscopio invertido Olympus CK40 e o meio trocado a cada dois dias.

Para a realizagdo dos experimentos as células foram removidas das garrafas de cultura e passadas para placas de
cultura de 24 pocos. Foram utilizados 1x10° células/mL em cada poco e calculada a diluicdo do extrato e do meio de cultura
necessarios para as diferentes concentragdes de extrato. Apos plaqueadas, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5%
de CO; por 24 horas. Em seguida, as células foram observadas no microscépio invertido Olympus CK40 e nestas células foi
trocado o meio de cultura no grupo controle e foram adicionados o0s extratos em concentra¢fes de 500 pg/mL, 1000 pg/mL e

2000 pg/mL e em seguida foram incubadas em estufa a 37°C e presséo de 5% de CO; por 24 horas.

2.3 Determinacéo da viabilidade celular
2.3.1 Teste MTT

A fim de verificar a atividade mitocondrial e mensurar a viabilidade da linhagem L929 as células foram submetidas ao
teste MTT [3 - (4, 5-dimetiltiazol-2-y1) -2, brometo de 5-difeniltetraz6lio]. Apds 24 horas de incubacdo de diferentes
concentracOes do extrato, 0 meio de cultivo foi descartado e os pocos foram lavados com PBS, em seguida foi adicionado 300
pL de MTT a 5 mg/mL diluido em PBS e incubada por 2 horas em condicdes de cultivo e auséncia de luz a 37°C em estufa.
Seguidamente a solucdo de MTT foi retirada e foram adicionados 200 pL de DMSO (Dimetilsulféxido — Sigma - Aldrich®)
por po¢o, sendo a placa submetida a agitagdo por 30 minutos para dilui¢do dos cristais de formazana. Em seguida, foi realizado
a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro Elisa Spectra CountTM Packard, USA a 570 nm.

2.3.2 Cristal Violeta

Para avaliar a densidade celular apés tratamentos, as células foram submetidas ao teste cristal violeta (CV), que
consiste na incorporagdo do corante ao DNA. Retirado seu excesso, a absorbancia é proporcional a quantidade de células na
amostra (Castro-Silva et al.,2009).

Apo6s 24 horas de incubagdo de diferentes concentragdes do extrato, 0 meio de cultivo da placa foi retirado, os pogos
foram lavados com PBS e em seguida foi adicionado nos po¢os 300 pL da solucdo de coloracdo de Cristal Violeta (5% de CV,
1,7% de NaCl, 3,3% de paraformaldeido, 33,3% de etanol e 56,7% de agua) por 3 minutos. Posteriormente, as placas foram
lavadas em &gua corrente por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 pL de DMSO (Dimetilsulféxido — Sigma -
Aldrich®) e mantidas por 1 hora no escuro em temperatura ambiente para a eluigcdo das células. A leitura da absorbancia foi

realizada em espectrofotdmetro Elisa Spectra CountTM Packard, USA a 570 nm.
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2.4 Ativacédo de cepa bacteriana

Para a ativacdo da cultura bacteriana a cepa padrdo Staphylococcus aureus (ATCC n°25923) foi incubada em meio
BHI (Brain Heart Infusion - Sigma - Aldrich®) por 24 horas a em estufa 37°C. Apo6s este periodo foi feita a leitura de uma
aliquota da cultura (200uL) em espectrofotdmetro (Elisa Spectra CountTM Packard, USA) utilizando filtro de 570 nm. Os
valores das leituras de absorbancia 6ptica correlacionam-se com a concentragdo de células em unidades formadoras de col6nias
(UFC) por mL de solugdo. Essa correlagdo é mostrada na equagdo Y= - 0,173 + 21,186 X segundo Arcos et al. (2004), onde Y
é a concentragao de células em UFC por mL de solugdo e X é a absorbancia das culturas bacterianas. Seguindo essa equagdo, 0

resultado obtido para Y deve ser multiplicado por 108

2.5 Atividade antibacteriana

Em placas de cultura de 24 pocos contendo cada pogo 500 pL de meio LB foi adicionada 5 pL de cultura de S.
aureus, e complementado com o extrato de A. oleracea em concentra¢fes de 500 pg/mL, 1000 pg/mL e 2000 pg/mL sendo
incubadas em estufa por 24 horas.

Ap0bs 24 horas de incubagdo foram retirados 200 L do sobrenadante dos pocos e transferidos para placa de 96 pocos.
Foi realizada dilui¢do seriada e realizado a leitura da absorbancia em espectrofotémetro Elisa Spectra CountTM Packard, USA
a570 nm.

2.6 Co-cultivo da linhagem L929 e Staphylococcus aureus

As células da linhagem L929 foram cultivadas em placas de 24 pogos com meio MEM suplementado com 5% de SFB
e 1% antibidtico/antimicético e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Logo apés foi retirado todo o meio e
adicionado meio novo em todos 0s pocos e em seguida acrescentado 10 L da cultura bacteriana S. aureus em todos 0s pogos,
sendo incubada em estufa a 37°C e pressao de 5% de CO; por 5 horas. Passado este periodo foram adicionados os extratos de
A. oleracea nas concentrac¢fes de 500 pg/mL, 1000 pg/mL e 2000 pg/mL diluidos em meio MEM, incubados em estufa por 24
horas.

Apo6s 24 horas foram retirados 200 pL de cada pogo para uma placa de 96 pogos para realizar a leitura no
sobrenadante da bactéria S. aureus no espectrofotdmetro a 570 nm. O meio restante de cada poco da placa de 24 pogos foi

descartado e foi avaliada a viabilidade celular da linhagem L929 pelo teste MTT.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Resultados
3.1.1 Determinacdo da viabilidade celular na linhagem L929
3.1.1.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)
O teste MTT baseia-se na reducgdo do sal tetrazolato pela enzima hidrogenase succinia presente na mitocdndria das
células, as quais adquirem uma coloragdo violacea que é medida por espectrofotometria. Este teste € empregado para avaliar a

atividade metabolica das células.
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Figura 1 — Avaliacdo da atividade metabélica (MTT) na linhagem celular L929 frente a diferentes concentracfes do extrato de

A. oleracea.
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De acordo com os resultados obtidos da avaliacdo da atividade metabdlica com o método de MTT, representada na
Figura 1, observou-se que o extrato de A. oleracea na concentra¢do de 1000 pg/mL induziu baixa atividade metabdlica nas

células sendo esta diferencga significativa em relacdo as outras concentracées.

3.1.1.2 Ensaio de citotoxicidade (Cristal Violeta)
O corante cristal violeta é utilizado para determinar a densidade celular devido a sua habilidade de ligagcdo ao DNA.

Apos sua eluicdo, este também pode ser mensurado espectofotometricamente.

Figura 2 — Avaliacéo da proliferacdo celular (Cristal Violeta) na linhagem celular L929 frente a diferentes concentragdes do
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De acordo com os resultados obtidos verificou-se que o extrato de A. oleracea estimulou a proliferacdo celular quando
comparado ao controle (Figura 2). Nas diferentes concentragdes houve um maior estimulo quando comparado ao controle, mas

ndo houve diferenca significativa entre as concentracfes de extrato de A. oleracea.
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3.2 Viabilidade da Staphylococcus aureus com o extrato de Acmella oleracea
A leitura da absorbancia das placas foi feita em espectrofotdmetro (Elisa Spectra CountTM Packard, USA) a 570 nm.
A andlise estatistica deu-se pelo teste ANOVA em GraphPad Prism® 5 com Significancia de P<0,0001. Apds foram passados

pelo teste confirmatério (Tukey de mdltiplas comparacdes).

Figura 3 — Avaliagdo do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus apos a incubacdo de diferentes concentragbes do

extrato de Acmella oleracea.
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Fonte: Autores.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 3), observou-se que houve uma diferenca altamente significativa nas
concentragdes 500 ug/mL, 1000 ug/mL e 2000 ug/mL comparado ao meio+bactéria. Mas na diferenca entre os grupos de 500
ug/mL, 1000 ug/mL e 2000 ug/mL ndo foram significativas. Mesmo ndo sendo significativa a diferenga entre os grupos, a

amostra contendo 500 ug/mL foi a que apresentou menor indice de UFC.

3.3 Co-cultivo ap6s a incubacéo com extrato de Acmella oleracea
O MTT é usado para caracterizar a toxicidade de um composto, sendo assim foi utilizado para avaliar a viabilidade
celular da linhagem L929 em co-cultivo com Staphylococcus aureus, ap6s a incubagdo com diferentes concentracfes do

extrato de Acmella oleracea.

Figura 4 — Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem L929 em co-cultivo com Staphylococcus aureus, ap6s a incubacéo

com diferentes concentracdes do extrato de Acmella oleracea.
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De acordo com os resultados representados na figura 4, verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as
concentracdes de extrato de A. oleracea e interagdo com as bactérias. A linhagem celular L929 permaneceu ativa em todos o0s

tratamentos com viabilidade semelhante ao controle.
O crescimento bacteriano foi avaliado em co-cultivo da linhagem celular L929 ap6s a incubagdo em diferentes

concentracdes do extrato de A. oleracea, sendo realizada a leitura do sobrenadante.

Figura 5 — Avaliacao do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, ap6s a aplicacdo do extrato de Acmella oleracea em

co-cultivo com a linhagem celular L929.
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Em relagdo aos resultados obtidos (Figura 5), foi demonstrada uma diferenca altamente significativa em relagdo ao
controle bactéria com as concentragdes do extrato. Verificou-se que ao se realizar o co-cultivo da S. aureus e L929, o

crescimento da bactéria foi o que apresentou um menor indice de unidade formadora de coldnias.

Figura 6 — Gréfico da vista geral de todos resultados obtidos.
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Os resultados apresentados na Figura 6, representam a visdo geral de todos os resultados obtidos, contendo somente o
controle e as concentracGes de extrato 500 ug/mL, 1000 ug/mL e 2000 ug/mL em diferentes aplicacbes. Verificou-se que em

todas as concentragcBes houve um maior estimulo nas células da linhagem L929, comparando com a bactéria S. aureus que

8


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.24178
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.24178
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.24178

Research, Society and Development, v. 10, n. 16, 565101624178, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.24178

apresentou um menor estimulo. E observou-se que quanto maior a concentracdo, mais a bactéria é estimulada, como na
concentracdo de 2000 ug/mL em que, apds a interacdo com as células, a bactéria apresentou um maior estimulo comparando as
concentracfes de 500 ug/mL e 1000 ug/mL, porém, a linhagem celular ndo apresentou uma diferenca significativa nas

diferencgas concentrac@es de extrato.

4. Discussao

O Jambu - Acmella oleracea - na medicina popular é consumido na comida ou cha para dor de dente, feridas na boca,
pela sua acdo anestésica, analgésico, anti-inglamatério, antiflngico, antimalarico. Um dos compostos responsaveis pelas
atividades farmacologicas é o espilantol, a alquilamida mais abundante no extrato de Jambu (Yamane, 2016).

Os resultados obtidos com o ensaio MTT na concentracdo de 1000 pg/mL indicou uma diferenca altamente
significativa na viabilidade celular em relacdo as outras concentragBes, onde observamos alta atividade mitocondrial. No
estudo de Silva (2021) foi utilizado extrato bruto de Acmella oleracea e foi constatado que houve uma redugo significativa no
periodo de incubacdo de 24 horas nas concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL em relacdo ao grupo controle. Os métodos
distintos de interacdo do extrato com as células L929 podem interferir nos resultados obtidos. A metodologia empregada em
nossos estudos apresentou ser menos agressiva a linhagem celular L929.

A partir dos resultados obtidos com o ensaio cristal violeta, é possivel notar que entre as concentragcbes ndo houve
uma diferenca significativa, porém apresentaram um maior estimulo comparado ao controle. Silva (2021) em seu estudo com o
ensaio cristal violeta no periodo de 24 horas de incubagdo, apresentou um aumento na concentracéo de 500 pg/mL.

Diversas plantas superiores e aromaticas apresentam acdo antimicrobiana, associada a presenca de 6leos essenciais e
compostos bioativos como os compostos fendlicos (Duarte et al., 2004; Balouiri et al., 2016; Sper et al., 2021). Os resultados
obtidos da atividade antibacteriana na concentracdo de 500 pg/mL apresentou um menor indice de unidade formadora de
coldnia, porém entre os grupos de 500 pg/mL, 1000 pg/mL e 2000 pg/mL ndo houve uma diferenca significativa. De acordo
com Noor et al. (2013), aproximadamente 13 pg/mL de um extrato etandlico 95% de folhas de jambu apresentaram atividade
antimicrobiana na bactéria Staphylococcus aureus. Em um artigo de revisdo sobre a atividade citotoxica da Spilanthes
acmella, os autores demonstraram que os resultados encontrados de extratos exibem variacdes significativas em varios testes
para uma grande variedade de microrganismos (Dias et al., 2021)

Assim, os resultados obtidos do co-cultivo em S. aureus e na linhagem celular L929 apds a incubacéo de diferentes
concentragdes de extrato, notou-se que com a incubagdo do extrato de A. oleracea houve uma alta estimulagdo nas células e
redugdo do ndmero de bactérias. Contudo, ndo houve uma eficiéncia 100% contra a S. aureus, assim como afirmado por Bueno
(2019) em que o extrato bruto de A. oleracea apresentou 100% de eficiéncia contra E. coli e S. aureus, ndo apresentando
coldnias formadas apds os testes.

Baéta (2011) ao realizar o co-cultivo da bactéria Borrelia burgdorferi em células embrionéarias do carrapato
Dermacentor nitens, ap6s 72 horas houve uma intensa multiplicacdo das espiroquetas B. burgdorferi. O nimero de bactérias B.
burgdorferi crescidas em meio BSK, que é proprio para este tipo de bactéria, juntamente com células do carrapato, foi maior e
diferiu significativamente dos outros grupos, onde receberam o meio BSK juntamente com o meio Leibovitz’s L-15 B, que é
préprio para a linhagem celular e inibe o crescimento bacteriano.

Assim, é importante destacar que nos resultados obtidos em nossos estudos s foi possivel um maior estimulo nas

células L929 comparado a S. aureus, devido a agdo do extrato de A. oleracea em diferentes concentragdes.
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5. Concluséao

A partir dos resultados obtidos pelos testes de citotoxicidade através da viabilidade celular pelo MTT, pode-se
concluir que o extrato de Acmella oleracea na concentragdo de 1000 pg/mL interferiu na linhagem L929, apresentando
crescimento significativo. No teste de cristal violeta, conclui-se que o extrato nas concentragdes de 500, 1000 e 2000 pg/mL
ndo interferiu na linhagem L929. Ja em relagdo ao resultado a partir da atividade antibacteriana, conclui-se que o extrato na
concentracdo 500 pg/mL interferiu na bactéria Staphylococcus aureus apresentando um menor indice de unidade formadora de
coldnias.

Apbs o co-cultivo da linhagem L929 e Staphylococcus aureus em diferentes concentracdes de extrato, o teste
apresentou reducdo no nimero de bactérias, porém gerando um aumento no estimulo na linhagem L929. Entretanto, na
concentragdo de 2000 pg/mL observamos um crescimento no nimero de bactérias, apds interacdo com a linhagem L929,
devido a isso, conclui-se que em maiores concentracfes o extrato de Acmella oleracea pode aumentar o estimulo tanto de
bactérias e células. Devido a isso, sugerimos a utilizagdo de menores concentra¢des do extrato de A. oleracea

Portanto, a acéo do extrato de Acmella oleracea no co-cultivo em S. aureus e a linhagem celular L929, indicou que o
extrato da planta apresentou uma atividade antimicrobiana sem interferir na linhagem celular L929, demonstrando a
importancia da planta e que pode ser utilizada e aplicada contra a celulite infecciosa.

A partir destes resultados é de extrema importancia a continuidade dos estudos a fim de verificar tanto na linhagem
celular L929 quanto nas bactérias S. aureus 0s mecanismos de ativa¢do e morte celular induzidas pelo extrato de A. oleracea.
Conhecer estes mecanismos podera aumentar ainda mais a efetividade do tratamento da celulite infecciosa a partir de extratos

vegetais.
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