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RESUMO

MARENA, Gabriel Davi. Avaliacdo do potencial antimicrobiano e toxicogenético de
extratos de Bauhinia holophylla e Myrcia bella incorporados ou nédo em
microemulsdes. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Medicina
Regenerativa e Quimica Medicinal) Universidade de Araraquara.

As plantas tém sido uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos com
diversos modelos para a sintese de muitos farmacos. Myrcia bella conhecida
popularmente de “Pedra hume cad” e Bauhinia holophylla como “Pata de vaca” sdo
plantas medicinais, cuja utilizacdo é capaz de beneficiar algumas necessidades da
populacdo como contra a diabetes, hemorragias, hipertensdo, Ulceras, problemas
gastricos, entre outros. No entanto, muitos desses beneficios ainda ndo foram
comprovados cientificamente e de acordo com estudos prévios realizados pelo nosso
grupo, os extratos etanolicos 70% (EtOH 70%) dessas espécies vegetais apresentam
grande potencial mutagénico pelo teste de Ames (dados nédo publicados). Neste contexto,
uma alternativa para o aprimoramento de diversos parametros, como biodisponibilidade
e toxicidade é a incorporacdo destes em sistemas nanotecnoldgicos de liberacdo de
farmacos para que o produto ativo tenha uma melhor agéo. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito toxicogenético e a atividade antimicrobiana de extratos
EtOH70% de folhas de M. bella e B. holophylla incorporados e ndo incorporados em
sistemas lipidicos nanoestruturados (SLNs). Os extratos foram incorporados em duas
formulacBes; ambas possuem como tensoativo, uma mistura de polioxietileno 20 cetil éter
(Brij® 58) e fosfatidilcolina de soja na propor¢do 2:1 e como fase aquosa Phosphate
Buffered Saline (PBS) pH 7,4. O que difere é que uma possui 0 6leo de semente de uva
(OSU) e colesterol na proporcao de 5:1 como fase oleosa (SLN1) e a outra somente 0
colesterol (SLN2). O potencial antimicrobiano foi avaliado contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e as leveduras Candida albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis pela a técnica de diluicdo em microplacas, a
citotoxicidade frente as células GM-07492 que sdo fibroblastos normais, HeLa células de
adenocarcinoma cervical humano e HepG2 células de carcinoma hepatocelular humano,
e a mutagenicidade pelo teste de Ames. Os resultados obtidos mostraram que 0s extratos
ndo incorporados foram mais eficazes que os incorporados, tanto para os fungos quanto
para as bactérias avaliadas. Além disso, 0s extratos incorporados induziram uma
citotoxicidade maior do que os ndo incorporados frente as linhagens testadas. Com
relacdo a mutagenicidade, a incorporacdo dos extratos nos SLNs inibiu em parte o
potencial mutagénico previamente observado pelos extratos livres. Em conclusdo, o
presente estudo fornece suporte as propriedades antimicrobianas dos extratos de M. bella
e B. holophylla, livres e associados a nanotecnologia, contribuindo na busca de novos
produtos naturais com atividades biologicas. No entanto, a investigacdo dos mecanismos
de acéo é a chave para o desenvolvimento farmacologico, alem disso, considerando 0s
efeitos toxicogenéticos, essas plantas devem ser usadas com cautela para fins medicinais.

Palavras-chave: Nanotecnologia; microemulsdes; mutagenicidade; citotoxicidade;
antimicrobianos; produtos naturais.
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ABSTRAT

MARENA, Gabriel Davi. Evaluation of the antimicrobial and toxicogenic potential
of extracts of Bauhinia holophylla and Myrcia bella incorporated or not in
microemulsion. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Medicina
Regenerativa e Quimica Medicinal) Universidade de Araraquara.

Plants have been an important source of biologically active natural products with various
models for the synthesis of many drugs. Myrcia bella popularly known as "Pedra hume
caa" and Bauhinia holophylla as "Pata de vaca" are medicinal plants, whose use is capable
of benefiting some needs of the population as against diabetes, hemorrhages,
hypertension, ulcers, gastric problems, among others. However, many of these benefits
have not yet been scientifically proven and according to previous studies carried out by
our group, ethanolic 70% extracts (EtOH 70%) of these plant species have great
mutagenic potential by the Ames test (unpublished data). In this context, an alternative
for the improvement of several parameters, such as bioavailability and toxicity is the
incorporation of these in nanotechnology systems of drug release so that the active
product has a better action. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
toxicogenic effect and antimicrobial activity of EtOH70% extracts of leaves of M. bella
and B. holophylla incorporated and not incorporated in nanostructured lipid systems
(NLSSs). The extracts were incorporated into two formulations; both have as surfactant, a
mixture of polyoxyethylene 20 cetyl ether (Brij® 58) and soybean phosphatidylcholine
2: 1 and as the aqueous phase Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.4. What differs is
that one has grape seed oil (GSO) and cholesterol 5: 1 as oil phase (NLS1) and the other
only the cholesterol (NLS2). The antimicrobial potential was evaluated against the
bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli and yeasts Candida albicans, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis by the microplate dilution technique,
the cytotoxicity against GM- 07492 cells which are normal fibroblasts, HeLa human
cervical adenocarcinoma cells and HepG2 human hepatocellular carcinoma cells, and the
mutagenicity by the Ames test. The results showed that the unincorporated extracts were
more effective than those incorporated for fungi and bacteria. Also, the incorporated
extracts induced greater cytotoxicity than those not incorporated in the tested strains.
Regarding mutagenicity, the incorporation of the extracts in NLSs partially inhibited the
mutagenic potential previously observed by the free extracts. In conclusion, the present
study supported the antimicrobial properties of extracts of M. bella and B. holophylla,
free and associated to nanotechnology, contributing in the search for new natural products
with biological activities. However, investigating the mechanisms of action is the key to
pharmacological development, also, considering toxicogenic effects, such plants should
be used with caution for medicinal purposes.

Keywords:  Nanotechnology;  microemulsions;  mutagenicity;  cytotoxicity;
antimicrobials; natural products.
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EARSS - European Antimicrobial Resistance Surveillance System
GGTES - Geréncia de Tecnologia em Servicos de Saude
HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

OSU - Oleo de Semente de Uva

PBS - Phosphate Buffered Saline

Brij® 58 - Polioxietileno 20 cetil éter

DLS - Disperséo de Luz Dindmica

IPD — indice de Polidisperséo

RPMI - Roswell Park Memorial Institute

DMSO - Dimetilsulfoxido

NaCl - Cloreto de Sadio

KCL — Cloreto de Potéssio

Na2HPO4 - Fosfato de Sddio Bibasico Anidro
KH2PO4 - Fosfato Potassio Monobéasico Anidro

CP — Controle Positivo

CN - Controle negativo

CMH - Caldo Mueller Hilton

CIM - Concentracgéo Inibitéria Minima

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
CSD - Caldo Sabouraud Dextrose

CBM - Concentracdo Bactericida Minima

AHM - Agar Mueller Hilton

TTC - Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
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CFM - Concentracao Fungicida Minima

ASD - Agar Sabouraud Dextrose

DMEM - Dulbecco’s modification of Eagle’s medium
SLN - Sistema Lipidico nanoestruturado

SBF - Soro Bovino Fetal

SLT - Sistema Liquido Transltcido

SVT - Sistema Viscoso Translicido

SLO - Sistema Liquido Opaco

SVO - Sistema Viscoso Opaco

SVST - Sistema Viscoso Semi Transllcido

SF - Separacdo de Fases
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Introducao

A Unica inveja idolatravel nesta vida é pelo brilho das estrelas.
Quero ser refulgente como as estrelas. Nao quero obstaculizar o
caminho das pessoas pelo irradiante brilho, mas sim, servir de

exemplo para geragdes futuras. (Gabriel Marena)
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1. INTRODUCAO

1.1. Produtos naturais

A utilizacdo de plantas para tratamento, cura e prevencgdo de doencas € uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (VEIGA JUNIOR e PINTO,
2005). Ha relatos, por exemplo, do uso de plantas com finalidades terapéuticas por volta
de 3.000 a.C. na obra “Pen Ts’ao” do chinés Shen Nung (KO, 1999; TYLER, 1996).
Outros registros foram encontrados no manuscrito Egipcio “Ebers Papirus”, de 1.500
a.C., em que continham informac6es sobre 811 prescri¢es e 700 drogas (FIRMO et al.,
2011). No ano 78 d.C., o botéanico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de 600
plantas medicinais, além de produtos minerais e animais no tratado “De Materia
Medica”, que permaneceu como fonte de referéncia por mais de quatorze séculos
(ROBBERS et al., 1996; TYLER, 1996). Dessa maneira, foi e é baseado em um
conhecimento empirico adquirido por séculos em diferentes grupos étnicos que as
propriedades terapéuticas de determinadas plantas vao sendo descobertas e propagadas
de geracdo em geracdo, fazendo parte da cultura popular (TUROLLA e NASCIMENTO,
2006; ESPANHA et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 60-80% da
populacdo mundial nos paises em desenvolvimento, devido a pobreza e falta de acesso a
medicina tradicional, dependem essencialmente de plantas para cuidar da satde. Além
disso, hoje de uma maneira ainda mais evidente, diversas plantas sdo comercializadas
apoiadas em propagandas que prometem "beneficios seguros, ja que se trata de fonte
natural” (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005). Essa pratica se deve a crescente perda de
credibilidade na medicina comum, a falta de acesso aos medicamentos sintéticos e a baixa
disponibilidade de medicamentos distribuidos pela rede publica de atendimento
(PORTAL DA SAUDE, 2009).

Além do uso popular, as plantas medicinais desempenham um papel muito
importante na medicina moderna (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006), contribuido
fortemente para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por meio de seus
metabdlitos secundarios (FIRMO et al.,, 2011). Elas podem fornecer farmacos
extremamente importantes, os quais dificilmente seriam obtidos via sintese quimica,

fornecem compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais eficazes
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e menos tdxicos ou compostos que podem ser utilizados como protétipos para obtencéo
de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes aos dos compostos originais
(TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). A descoberta de fontes naturais envolve uma
abordagem multidisciplinar combinando técnicas botanicas, fitoquimicas, bioldgicas e
moleculares (SEN e SAMANTA, 2014).

Neste contexto, surge a fitoterapia. A diferenca entre planta medicinal e
fitoterapico reside na elaboracdo da planta para uma formulacdo especifica, o que
caracteriza um fitoterdpico. A OMS define planta medicinal como “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgédos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. Segundo a Secretaria
de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria no. 6 de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é
“todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnostico,
com beneficio para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento da eficécia e dos riscos
do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto
final acabado, embalado e rotulado.” (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005).

Em 2016, o tamanho global do mercado de fitoterapicos foi avaliado em US$
71,19 bilhdes segundo o Hexa Research (2018). Mas, de acordo com a literatura, mesmo
o mercado mundial de fitoterapicos sendo bastante promissor e a diversidade genética
vegetal mundial expressiva, poucas espécies (15 a 17%) tém sido cientificamente
estudadas para a avaliagdo de suas qualidades, seguranca e eficacia (BAGATINI et al.,
2007; SEN e SAMANTA, 2014; SPONCHIADO et al., 2016).

O Brasil, por exemplo, tem cerca de 10% da flora mundial, sendo sua
biodiversidade muito ampla com vérias espécies de plantas medicinais brasileiras com
uma longa tradicdo de uso com grande potencial fitoterapico (MAZZOLIN et al., 2010).
No entanto, menos de 1% das espécies vegetais foram investigadas quanto a propriedades
quimicas e/ ou farmacoldgicas (SEN e SAMANTA, 2014). Além disso, apesar do
mercado mundial de medicamentos a base de plantas estar se expandindo, isso nédo
acontece no Brasil quando se considera o nimero de produtos licenciados. De acordo com
um revisao recente publicada por Carvalho et al. (2017), existem 101 espécies de plantas
licenciadas como ingredientes farmacéuticos ativos no Brasil. Segundo a “Flora do

Brasil”, 8 sdo endémicas nativas, 19 nativas ndo endémicas, 6 sdao
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naturalizadas, 6 séo cultivadas e 62 ndo sdo originarias do Brasil. Estes dados mostram
que apenas 38,6% do total de espécies de plantas licenciadas podem ser obtidas em solo
brasileiro. Entre elas, somente 27 sdo nativas (26,7%). Mas, embora o nimero de produtos
e empresas produtoras tenha diminuido, ndo houve reducdo nos valores de mercado.
Durante 2015, US$ 554,5 milhdes em medicamentos a base de plantas foram
comercializados no Brasil. Esses nimeros representam um aumento de 6% em relacdo a
2014, segundo Lazarinni (2015), com dados obtidos do IMS Health, empresa que presta
servigos de consultoria em marketing farmacéutico (CARVALHOS et al., 2017).

Um fato importante € que, no Brasil, a legislacdo para medicamentos fitoterapicos
vem sofrendo modificagdes nos ultimos anos, pois muitas plantas medicinais apresentam
substancias que podem desencadear reagdes adversas, seja por seus proprios componentes
ou pela presenca de contaminantes ou adulterantes nas preparacdes fitoterapicas, exigindo
um rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus
constituintes, até a elaboracéo do medicamento final. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) vem elaborando normas para a regulamentacdo destes
medicamentos, desde a Portaria n. 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as
industrias farmacéuticas apresentassem dados de eficacia e seguranca dos medicamentos
fitoterapicos, passando pela RDC n. 17 de 2000, e a Resolu¢do RDC
n. 48 de 16 de marco de 2004, atualmente em vigor, que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

Isso por que, a toxicidade de plantas medicinais é um problema sério de salde
publica. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteragdes e toxidez, bem
como a agdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente (VEIGA
JUNIOR e PINTO, 2005). Algumas plantas medicinais sdo, inclusive, incompativeis com
0 uso de certos medicamentos (FERREIRA et al., 2010). Assim, o grande uso de
medicamentos a base de plantas medicinais e o proprio conhecimento popular trazem a
necessidade e importancia de estudos multidisciplinares, associando fitoquimicos e
farmacologos, para que sejam ampliados os conhecimentos dos potenciais terapéuticos e
toxicos de extratos vegetais (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005; FIRMO et al., 2011).

Frente a tudo isso e devido ao fato de que a busca por novas terapias tem
impulsionado a pesquisa para se concentrar em plantas medicinais e produtos naturais
(ROZZA et al., 2015), no Projeto Biota-FAPESP (Proc. No. 09/52237-9) sob a

coordenacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas, foram estudados extratos e infusos de mais
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de 30 espécies de plantas pertencentes a 16 géneros e 11 familias do cerrado dos Estados
de S&o Paulo, Tocantins e Mato Grosso. Dentre as plantas estudadas no Projeto Biota,
destacamos Myrcia bella e Bauhinia holophylla.

Espécies do género Myrcia tém sido utilizadas na medicina popular como
adstringentes, diuréticos, para estancar hemorragias, no tratamento de hipertensédo,
Ulceras e diabetes, segundo o conhecimento empirico indigena e africano (JORGE et al.,
2000. VAREDA et al., 2014; SALDANHA et al., 2013; SANTOS et al., 2018). As
plantas conhecidas como “pedra-hume-cad" é um dos maiores géneros da familia
Myrtaceae com cerca de 760 espécies e bem representado em todo o territorio brasileiro.
A familia Myrtaceae possui 133 géneros e mais de 3.800 espécies, com dois centros
principais de desenvolvimento na Ameérica tropical e na Australia, embora ocorram em
outras regies do mundo (VAREDA et al., 2014). E uma das mais caracteristicas da flora
brasileira, apresentando potencial e significativo interesse econdmico para o Brasil. Entre
suas espécies sdo encontrados vegetais medicinais, ornamentais, produtores de madeiras
e de frutos comestiveis (JORGE et al., 2000).

M. bella Cambess (Figura 1) é uma espécie comum e importante em muitos
fragmentos de savana (Cerrado) distribuidos no estado de Sdo Paulo. Vareda et al. (2014)
confirmaram que os extratos de folhas de M. bella possuem atividade hipoglicemiante e
hipolipidémica, agindo na diminuicdo da glicemia, possivelmente pela captacdo e
armazenamento de glicose pelo figado. Serpeloni et al. (2015) verificaram a atividade
citotoxica, antioxidante e antimutagénica pelo teste do micronlicleo do extrato
hidroalcoolico de M. bella em células gastricas normais e tumorais e os resultados obtidos
mostraram que altas concentracgdes do extrato induzem citotoxicidade e morte celular por
necrose. Alem disso, sua atividade antioxidante pode ser responsavel, em parte, pelos
efeitos antimutagénicos observados e pelos efeitos protetores contra disturbios
gastrointestinais previamente descritos para essa espécie vegetal. Recentemente, Santos
et al. (2018) também demonstraram sua promissora atividade antioxidante, além das
atividades antiproliferativa e antimicrobiana contra Escherichia coli. De acordo com
Saldanha et al. (2013), essa espécie possui acidos fendlicos como acido caféico, galato de
etila, acido galico, acido quinico, flavonoides glicosilados, acilados derivados de
quercetina e miricetina. Santos et al. (2018) encontraram o &cido eldgico como principal

constituinte.
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Figura 1 - Folhas e frutos de Myrcia bella

Fonte: http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/myrtaceae/myrcia-rupicola-d-
legrand/

Sobre o0 género Bauhinia (Leguminosae), suas espécies apresentam tipicamente
uma grande distribuicdo em regides tropicais tais como Asia, Africa e América do Sul,
por isso adaptaram-se bem ao clima brasileiro (PINHEIRO et al., 2017). Varias delas tém
sido amplamente utilizadas no tratamento de varias condi¢Ges, como infeccGes, dor e
Ulcera gastrica (ROZZA et al., 2015; BEBER et al., 2017; PINHEIRO et al., 2017). No
entanto, 0 mais relevante é que extratos de folhas, raizes ou sementes tém sido utilizados,
através dos tempos, pela medicina popular de praticamente todas as populagdes humanas
no tratamento de diabetes. O mais antigo registro de estudo clinico do uso de Bauhinia
como planta antidiabética foi feita por Juliani (1931).

Sdo popularmente conhecidas como "mirord, pata-de-vaca, pata-de-anta”, pois
suas folhas sdo na maioria inteiras e algumas parcialmente divididas no apice em dois
lobos ovais (lembrando pata de vaca), palminérveas com nove nervuras principais (Figura
2). Originario do Cerrado brasileiro, B. holophylla é um vegetal arbustivo, atingindo de 1
a 5 m de altura em sua fase adulta, apresentando caule ndo muito lenhoso e ramos finos
(BICALHO et al., 2005).


http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/myrtaceae/myrcia-rupicola-d-

27

Figura 2 - Folhas bilobuladas de Bauhinia sp

Fonte: Série Produtor Rural, n® 60, USP, Plantas medicinais: Patas de vacas

De acordo com a literatura, plantas do género Bauhinia apresentam flavonoides
na forma de agliconas e heterosideos de flavonoides, assim como outras classes de
compostos organicos de interesse medicinal, incluindo terpenoides, esteroides, taninos e
quinonas (ROZZA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2017).

Com relacdo ao potencial farmacolégico e bioldgico de B. holophylla, poucos
estudos estdo descritos na literatura. Rozza et al. (2015) demonstraram o efeito
antiulcerogénico do extrato hidroalco6lico das folhas de B. holophylla. De acordo com os
autores tal efeito ocorre principalmente pela diminuicéo do estresse oxidativo e atenuacao
da resposta inflamatéria. Além disso, o extrato induziu um efeito antidiarreico e nédo
houve sinais de toxicidade. Neste estudo, foram identificados e isolados dois heterosideos
de miricetina, um heterosideo de quercetina, um heterosideo de kaempferol, um
heterosideo de luteolina e uma aglicona de isorhamnetina. O alto teor de fendis totais no
extrato hidroalcodlico de B. holophylla esta relacionado com melhores resultados nos
testes de atividade antioxidante, visto que o extrato aumentou a atividade da glutationa
peroxidase (GSH-Px) e da glutationa redutase (GR) e reduziu o nivel de glutationa (GSH).

Ribeiro et al. (2017) verificaram que concentragdes maiores que 7,5 pg/mL do
extrato de B. holophylla sdo citotoxicas, induzem apoptose e causam efeitos
antiproliferativos, mas ndo induzem micronucleos e reduzem células apoptdticas e
micronucleadas em tratamentos associando o extrato com um indutor de danos no DNA,
0 benzo[a]pireno. Os resultados também foram atribuidos a presenca de flavonoides. Mas,
em uma pesquisa recente, Pinheiro et al. (2017) mostraram que o tratamento com
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B. holophylla ndo interferiu nos niveis de glicose no sangue de ratos diabéticos e nédo
causou hipoglicemia em ratos ndo diabéticos. Os autores justificam a auséncia de uma
acdo efetiva, a dose administrada, metodo de extracdo, curto periodo de tratamento e
diferenca de sensibilidade entre as plantas utilizadas e os animais testados. Ainda neste
estudo alertam sobre os efeitos inconvenientes encontrados, como uma possivel leséo
hepética, devido ao aumento das atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST), além da diminuicdo do peso corporal, reforcando o
possivel efeito toxico da planta. Dessa maneira, salientam que o consumo de B. holophylla

requer um cuidado especial.

1.2. Importancia da busca de novos antimicrobianos

O répido surgimento de fungos patogénicos resistentes a multiplos farmacos e de
bactérias resistentes a antibidticos representam juntos uma ameaca considerdvel ao
controle de doencas em diversos sistemas antropogénicos (FISHER et al., 2018).

Tendo em vista a importancia deste problema de saude publica mundial com
consequéncias clinicas e econdmicas preocupantes, varias organizagcdes, como a
Comissao Européia, Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos
(CDC), Organizacdo Mundial da Satude (OMS), dentre outros, reconheceram a relevancia
do estudo da emergéncia da resisténcia microbiana e do desenvolvimento de sistemas de
vigilancia e controle (LOUREIRO et al., 2016). A Comissdo Européia, por exemplo, criou
o Sistema Europeu de Vigilancia da Resisténcia Microbiana (European Antimicrobial
Resistance Surveillance System — EARSS), que é uma rede de sistemas nacionais de
vigilancia destinados a recolher dados de resisténcia comparaveis e confiaveis. O objetivo
da EARSS é documentar as variagdes na resisténcia antimicrobiana ao longo do tempo e
local e fornecer a base para avaliar a eficacia dos programas de prevencdo e decisdes
politicas (BRONZWAER et al., 2002; EARSS, 2010).

No Brasil, a ANVISA lancou recentemente o Plano Nacional para Prevencédo e o
Controle da Resisténcia Microbiana nos Servicos de Salude elaborado pela Geréncia de
Tecnologia em Servigos de Satde (GGTES), a fim de contribuir no enfretamento desse

grave problema através do estabelecimento de estratégias nacionais que promovam a



29

deteccao, prevencdo e reducao da resisténcia microbiana nos servigos de satde do pais
(ANVISA, 2017).

Com relacdo a resisténcia bacteriana, 0 desenvolvimento de cepas
multirresistentes é decorrente da disseminacdo de material genético transferivel,
incluindo plasmideos, transposons e integrons. Além disso, a combinacdo desses genes
com genes de resisténcia codificados cromossomicamente frequentemente resulta em
bactérias que sdo resistentes a todas as principais classes de antimicrobianos disponiveis
(ALLOCATI et al., 2013). Apesar de ser um fendmeno natural resultante da pressdo
seletiva exercida pelo uso de antibioticos, o aumento do consumo destes farmacos e seu
uso inadequado estéo entre os fatores que mais aceleram esse processo (BRONZWAER
et al., 2002; LOUREIRO et al., 2016). Por isso, a grande preocupacdo com a
hospitalizacdo prolongada e o uso de diferentes antibioticos de primeira linha que
aumentam, de forma acentuada, os custos dos cuidados com a salde e que constitui um
problema particularmente relevante, considerando os recursos finitos que sustentam os
sistemas de saude (LOUREIRO et al., 2016).

Como este fendmeno afeta mundialmente de maneira significativa a eficacia e a
utilizacdo de antibidticos, tanto a nivel comunitario como hospitalar, em fevereiro de
2017, a OMS publicou sua primeira lista de patdgenos resistentes a antibioticos para 0s
quais novos antimicrobianos sao necessarios com urgéncia (KUMAR et al., 2018). As
bactérias Gram-positivas mais resistentes aos antibioticos sao da espécie Staphylococcus
aureus e do género Enterococcus e das bactérias Gram-negativas, as espécies
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e da familia Enterobacteriaceae
(OMS, 2017).

Uma situacdo paralela é a resisténcia a fungicidas. A taxa global de mortalidade
por doencas fungicas agora excede a da malaria e do cancer de mama e é comparavel a
da tuberculose e do HIV. Estimativas recentes indicam que mais de 300 milhdes de
pessoas sdo afetadas por doencas fangicas graves em todo o mundo, resultando em 1,6
milh&o de mortes anualmente (GEDDES-MCALISTER e SHAPIRO, 2018; FISHER et
al., 2018). Mesmo assim, apesar de sua onipresenca, infeccdes fungicas tém sido muito
negligenciadas em relagéo a outras classes de doencas infecciosas (FISHER et al., 2018).

A infeccdo invasiva por Candida representa a infecgdo mais comum em

hospitais em todo o mundo e tem uma mortalidade atribuivel de 35% a 60%, causando
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um grande impacto econémico e na saude publica, devido ao alto custo de assisténcia
médica e tempo prolongado de hospitalizacéo. Entre as espécies patogénicas, C. albicans
€ a mais comum, embora um numero crescente de novos casos de especies nao-C.
albicans tenham sido detectados. C. glabrata, por exemplo, foi identificada como a
segunda causa mais comum de infec¢Bes fungicas invasivas na Ameérica do Norte e a
quarta em ordem de classificacdo na América Latina. C. tropicalis e C. parapsilosis tém
apresentado prevaléncia aumentada em todo 0 mundo, assim como espécies mais raras,
como C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. kefyr, C. rugosa e C. famata (CORREIA et al.,
2016).

Em geral, os mecanismos intrinsecos e adquiridos de resisténcia de patdgenos
fangicos estdo associados a diminui¢do da concentracdo efetiva da droga, alteracdo do
alvo do farmaco ou desvio da toxicidade antifangica por modificacdo metabdlica. Como
as células fungicas eucarioticas compartilham uma estreita relagdo evolutiva com seus
hospedeiros humanos, o desenvolvimento de drogas antifungicas apresenta um desafio
anico para a industria farmacéutica, uma vez que, os agentes antifingicos devem ter como
alvo a célula fungica eucaridtica, assegurando ao mesmo tempo danos limitados a funcéo
celular humana durante o tratamento (GEDDES-MCALISTER e SHAPIRO, 2018).

Aumentando ainda mais a gravidade do problema, a resisténcia microbiana nao
atinge somente a saide humana, mas também a saude animal e em setores com fins
econdmicos e comerciais. A migracdo continua de pessoas entre paises, 0 turismo
internacional e viagens de negdcios, por exemplo, desempenham um papel importante na
aquisicdo e disseminacdo de cepas resistentes a multiplas drogas (ALLOCATI et al.,
2013).

Diante do exposto, as plantas medicinais, usadas tradicionalmente em todo mundo
em tratamentos alternativos a medicina tradicional e que demonstram em diversos estudos
exercer atividade bioldgica, justifica o estudo de uma potencial atividade antimicrobiana
(CORREIRA et al., 2016). Associado a isso, surge a nanotecnologia que apresenta uma
resposta promissora a resisténcia antimicrobiana, estimulando a inovagéo para criar uma

nova geracgéo de tratamentos (KUMAR et al., 2018).
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1.3. Nanotecnologia

O século XX testemunhou um notavel crescimento no desenvolvimento de
medicamentos, no entanto, muitos destes sdo lipofilicos ou com baixa solubilidade
aquosa, o0 que limita a sua eficacia e biodisponibilidade. Assim, surgiu 0 conceito de
sistema de administracdo de medicamentos para minimizar os efeitos colaterais toxicos,
ampliar sua aplicacdo, expandir os modos de administragéo e resolver os problemas de
absorcdo. A solubilizacdo, o encapsulamento e a liberacdo desses farmacos usando
sistemas de base aquosa e biocompativeis provavelmente fornecerdo melhor absorcéo,
por meio de menor dose, menor frequéncia de administracdo e melhor indice terapéutico
(GUPTA e MOULLIK, 2007).

Em vista dessas vantagens, este mesmo raciocicio também se voltou aos produtos
naturais. A maioria dos constituintes biologicamente ativos de extratos, por sua vez, tais
como flavonoides, taninos e terpendides, sdo altamente solGveis em agua, mas tém baixa
absorc¢do, pois sdo incapazes de atravessar as membranas lipidicas das células, devido ao
alto peso molecular, resultando em perda de biodisponibilidade e eficacia, os excluindo,
dessa maneira, de serem usados clinicamente (BONIFACIO et al., 2014).

Neste contexto, varias estratégias nanotecnoldgicas, como nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores lipidicos, sistemas de cristais
liquidos, sistemas precursores de cristais liquidos, lipossomas e microemulsdes, tem sido
combinadas com produtos naturais para potencializar a acdo de extratos de plantas,
reduzir a dose necesséria e os efeitos colaterais e melhorar a atividade (GHOSH et al.,
2013; RAJENDRAN et al., 2013). Esses sistemas permitem que substancias com
propriedades diferentes sejam utilizadas na mesma formulacdo, podendo alterar as
propriedades e o comportamento de uma substancia em um ambiente biologico. Além
disso, 0s novos sistemas de administracdo de farmacos tém a capacidade ndo sO de
aumentar a seletividade e a eficacia dos componentes ativos, como também de proteger
contra a degradacgéo térmica ou fotodegradacédo e controlar a liberagdo dos constituintes
ativos (MAINARDES et al., 2006; GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009).

Bonifacio et al. (2015), por exemplo, mostraram que o0 sistema lipidico
nanoestruturado (SLN) pode ser utilizado como estratégia para melhorar o potencial anti-

C. albicans de extratos etanolicos 70% (EtOH 70%) de Astronium sp, pois de
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acordo com os resultados potencializou significativamente a atividade antiflngica in
Vvivo e in vitro.

No que diz respeito aos sistemas para administracao de farmacos, vérias vantagens
estdo associadas as microemulsdes, como melhora da solubilizacdo da droga, protecéo
contra hidrdlise enzimatica, aumento da absor¢do devido a permeabilidade induzida pelo
surfactante, aumento da penetracdo de substancias hidrofilicas, hidrofdbicas e anfifilicas,
aumento da mobilidade do farmaco o que melhora a biodisponibilidade de drogas
hidrofobicas e modificacdo favoravel da atividade terapéutica de drogas. As
microemulsdes atuam como super solventes de um medicamento. Eles podem solubilizar
drogas hidrofilicas e lipofilicas, incluindo drogas que sdo relativamente insollveis em
solventes aquosos e hidrofobicos. Isso se deve a existéncia de microdominios de
diferentes polaridades dentro da mesma solucdo monofasica (KAUR e MEHTA, 2017).

Por definicdo, microemulsdo é um sistema termodinamicamente estavel e
isotropicamente translucido de dois liquidos imisciveis, frequentemente agua e 6leo, em
que uma droga ou 0leo lipofilico € disperso em uma solu¢do aquosa/ambiente hidréfilo
(ou vice-versa), estabilizado por uma pelicula interfacial de surfactantes. Essas condicdes
geram um sistema coloidal da fase interna na ordem de nandmetros (nm). As substancias
ativas podem ser veiculadas nas microemulsdes quando sao solubilizadas na fase oleosa
ou aquosa (OLIVEIRA et al., 2001; 2002). Dessa maneira, além de melhorar a
solubilidade, modular a estabilidade ou perfil de biodisponibilidade como ja mencionado,
proporciona acdo prolongada em tecidos ou 6rgaos do organismo (SINTOV e SHAPIRO,
2004), sendo entdo considerado um veiculo liquido ideal para liberacdo de farmacos,
devido a sua formacdo espontanea, estabilidade termodindmica, natureza dinamica e alta
flexibilidade do filme interfacial, tornando uma ferramenta atraente para a entrega de
farmacos (IDREES et al., 2011; FARGHALY et al., 2017).
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Objetivos

Devemos amar nao apenas de coracgao, pois um dia ele para.

Devemos amar de alma, pois ela é eterna. (Gabriel Marena)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito toxicogenético e a atividade antimicrobiana de extratos EtOH 70%

de folhas de M. bella e B. holophylla incorporados e ndo incorporados em microemulsoes.

2.2. Objetivos Especificos

Desenvolver e caracterizar um sistema lipidico nanoestruturado (SLN) para a

incorporacdo dos extratos de M. bella e B. holophylla;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos incorporados e nédo incorporados, pela

técnica de diluicdo em microplacas;

Determinar a citotoxicidade in vitro dos extratos incorporados e ndo incorporados em
fibroblastos normais (GM-07492) e células de adenocarcinoma cervical humano (HelLa)

e carcinoma hepatocelular humano (HepG2);

Avaliar a atividade mutagénica dos extratos incorporados, por meio de ensaios de
mutacdo génica reversa com S. typhimurium (teste de Ames), utilizando as linhagens
TA98, TA100 e TA102, em auséncia e presenca de metabolizacdo, a fim de verificar a

alteracdo no padréo de mutagenicidade previamente observado;

Monitorar a liberacdo controlada dos extratos incorporados e ndo incorporados através de

membranas de dialise.
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Materiais e métodos

N&o se deixe levar pelas batalhas sombrias e incongruentes de
muitos em sua volta. Faca que estes muitos se deixem levar pela

sua vasta e incalculavel PAZ. (Gabriel Marena)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo e procedéncia das amostras vegetais

Os extratos avaliados neste estudo, bem como as informacbes sobre a sua
composi¢do quimica foram fornecidos pelo Instituto de Botucatu, UNESP, campus
Botucatu-SP, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Anne Ligia Dokkedal Bosqueiro.

3.1.1. B. holophylla (Bong.) Steud (Fabaceae)

B. holophylla (Bong.) Steud foi coletada em abril de 2010, no Jardim Botanico
Municipal de Bauru (22°20°30” S e 49°00°30°” W), Sdo Paulo, Brasil. A planta foi
identificada no Herbério do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro pela Prof.2 Dr.2 Angela
Maria Studart da Fonseca Vaz. Cinco ramos férteis foram utilizados para identificacéo e
herborizacdo. Exsicatas foram incluidas no herbario do Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, sob nimeros de registro RB 507.043, RB 507.045, RB 507.046, RB 507.47 e RB
507.048.

3.1.2. M. bella Cambess. (Myrtaceae)

M. bella Cambess foi coletada no Jardim Botanico Municipal de Bauru, localizado
as margens da rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros - SP 225 (22°20'30" S e
49°00'30" W), em novembro de 2010 e identificada pelo Prof. Dr Marcos Eduardo Guerra
Sobral, da Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei, Departamento de Ciéncias
Naturais. Exsicatas (vouchers quimicos) foram incluidas no herbario da FC/UNESP
(UNBA) sob namero de registro 5508.

3.2. Preparacéo dos extratos EtOH 70%

Os extratos foram preparados segundo Prista (1995), a fim de obter amostras

padronizadas das diferentes espécies de plantas.
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Ap0s separar as partes das plantas selecionadas para o estudo, estas foram secas
em estufa a 40°C, moidas em moinhos de facas, sendo posteriormente pesadas,
embaladas, etiquetadas e armazenadas em local seco.

O material vegetal foi submetido a percolacdo com EtOH 70% (PRISTA, 1995),
ou seja, 0 material moido foi previamente intumescido com etanol 70% (v/v) durante 2
horas fora do percolador. Apos esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura
(p6 + etanol 70%), sendo o empacotamento feito da forma mais homogénea possivel,
evitando a formacéo de bolhas ou buracos no conteudo alocado dentro do percolador. A
altura do enchimento obedeceu a proporcao 5:1 (cada 5 referente ao percolador 1 do p6
da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazéo do percolador foi ajustada
entre 1,0 e 2,0 ml/min/Kg de material vegetal comum tamanho médio de particula de 1 a
3 mm. Todos os extratos foram evaporados sob pressdo reduzida em temperatura de 40°C,
liofilizados para completa remogao da agua e armazenados em frascos ambar vedados.

Ap0s esse processo foi determinado o rendimento do extrato.

3.3. Desenvolvimento dos sistemas lipidicos nanoestruturados

O desenvolvimento e caracterizacdo dos SLNs e a incorporagéo dos extratos foram
realizados no Laboratério de Farmacotécnica (Departamento de Farmacos e
Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP) em colaboracdo com a pdés-
doutoranda Patricia Bento da Silva, sob supervisao do Prof. Dr. Marlus Chorilli.

Para o desenvolvimento das microemulsdes, utilizou-se a metodologia baseada
nos trabalhos de Bonifacio et al. (2015) e Formariz et al. (2010), com adaptagdes. Os
extratos foram incorporados em duas formulag6es; ambas possuem como tensoativo, uma
mistura de polioxietileno 20 cetil éter (Brij® 58) e fosfatidilcolina de soja na proporgéo
2:1 e como fase aquosa Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7,4. O que difere é que uma
possui 0 6leo de semente de uva (OSU) e colesterol na proporcéo de 5:1 como fase oleosa
(SLN1) e a outra somente o colesterol (SLN2) (Figura 3).
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Figura 3 — Aspectos dos Sistemas Lipidicos Nanoestruturados SLN1 (A) e SLN2 (B)

Fonte: Autor

Com esses constituintes, foi, entdo, construido um diagrama de fases (Figura 4),
fixando-se a proporc¢éo de tensoativo e fase oleosa, e procedendo a titulagdo com a fase
aquosa, seguida de inspecdo visual do resultado da mistura dos componentes, obtendo,

dessa maneira, 36 diferentes formulaces.

Figura 4 - Diagrama de fases

FA FO
10 20 30 40 50 60 70 8 90

As misturas foram sonicadas usando sonicador de haste (Q500 da QSonica®),

poténcia de 500 watts, amplitude de 20%, modo descontinuo, por 10 minutos com
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intervalo de 30 segundos a cada 59 segundos de sonicacdo, com banho de gelo durante
todo o processo de sonicacao.

Consequentemente, obteve-se pontos com diferentes aspectos de acordo com a
variacdo das fases. Assim, as regides dos sistemas foram classificadas visualmente como
sistemas viscosos ou liquidos opticamente transllcidos ou opacos, ou ainda separagéo de
fases. Desse modo, foi possivel delimitar as diferentes regides no diagrama de fases, para

entdo, selecionar a regido do sistema para a incorporagdo dos extratos.

3.4. Caracterizacao do sistema lipidico nanoestruturado

3.4.1. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O diametro medio das goticulas, o indice de polidispersidade (IPD) e o potencial
Zeta (PZ) foram obtidos através da analise por espalhamento dindmico de luz (DLS —
Dynamic Light Scattering) usando o equipamento Zetasizer Nano NS (Malvern
Instruments, Malvern, UK). Este equipamento é particularmente sensivel para determinar
pequenas mudancas no didmetro médio, tais como aquelas devido as camadas adsorvidas
na superficie da particula ou pequenas variagdes no processo de manufatura. Quando um
feixe de luz é lancado através de uma dispersdo coloidal, as particulas ou gotas séo
capazes de espalhar a luz em todas as direcBes, permitindo que flutuacdes tempo-
dependentes na intensidade do espalhamento através de um detector que processa 0S
dados e envia a um computador. A partir dessa técnica, calculou-se o raio hidrodindmico

das particulas coloidais da equacdo de Stokes-Einstei:

D =KT/6mnRh

sendo que: D: coeficiente de difusdo das particulas; K: constante de Boltzmann (1,3807
x 102 NmK1); T: temperatura absoluta (293,15 K); m: 3,141592; n: viscosidade (1,002
x 102 NM2s); Rh: raio hidrodindmico.

As formulacGes foram analisadas na célula eletroforética (Figura 5) de modo que
o feixe de laser atravessasse a dispersdo em toda a sua extensdo. A temperatura do sistema
foi mantida a 25°C, o comprimento de onda do laser foi de 532 nm e o indice de refracao

de acordo com o indice observado para cada amostra analisada. Foram
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realizadas 3 determinagdes do didmetro hidrodinamico médio e do IPD das goticulas de
cada amostra que ¢ uma medida da largura da distribuicdo do tamanho da goticula
(OBEIDAT et al., 2010).

O PZ foi realizado por determinacdo da mobilidade eletroforética do SLN. Essa
andlise reflete a carga elétrica na superficie da goticula, indicando a estabilidade fisica de
um sistema coloidal (OBEIDAT et al., 2010). Antes da medicdo, todas as amostras foram
previamente diluidas (100 pL da amostra em 900 pL de agua destilada) para produzir
uma intensidade de dispersdo adequada. Foram realizadas, para cada amostra, 3

determinagdes do potencial de superficie, calculando-se a média e o desvio padrao.

Figura 5 - Célula eletroforética

Fonte: Autor

3.4.2. Espectroscopia de absorcéo no Infravermelho (FTIR)

As amostras foram analisadas em um equipamento Agilent Cary 630 acoplado a
um moédulo ATR (detector de refletancia atenuada). A faixa de varredura usada nas
analises foi de 650 a 4000 cm™. As saidas espectrais foram registradas no modo de

transmitancia em funcdo do nimero de onda.
3.5. Preparo das amostras para a realizagdo dos ensaios bioldgicos
Para a realizacdo dos ensaios antimicrobianos, os extratos foram solubilizados em

20% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 80% de Caldo Mueller Hilton (CMH) para avaliagao

da atividade antibacteriana ou 80% de meio de cultura Roswell Park
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Memorial Institute (RPMI 1640) para a atividade antifungica na concentra¢do de 4000
pug/mL. Ja para avaliagdo da citotoxicidade, os extratos foram preparados em uma
concentracdo de 2000 pg/mL contendo 2% de DMSO.

Para a incorporacdo no SLN1, os extratos vegetais foram pesados e preparados na
mesma concentracdo; inicialmente foram solubilizados no OSU com baixa sonicagéo e
entdo adicionado o PBS, tensoativo e colesterol. No SLN2, os extratos pesados foram
solubilizados na fase aquosa seguido de baixa sonicagéo e depois adicionado o tensoativo
e o colesterol. Apds a adicdo de todos os constituintes, ambos foram sonicados em modo
descontinuo por 10 minutos com 30 segundos de intervalo a cada 59 segundo de
sonicagéo.

Para citotoxicidade, as amostras incorporadas que inicialmente estavam em uma
concentracdo de 4000 pg/mL foram diluidas em meio de cultura completo até a
concentragdo de 100 pg/mL de extrato com 2% das bases dos sistemas.

De maneira semelhante, procedeu-se para a avaliacdo da mutagenicidade. No
entanto, a concentracdo de extratos incorporados foi de 5000 pg/mL e quando necessario

esta preparacdo foi diluida em tampdo fosfato.

3.6. Meios de cultura e solugdes

A composicdo e o preparo dos meios de cultura e solucdes utilizados nos ensaios

estdo descritos no anexo | deste trabalho.

3.7. Atividade antimicrobiana

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia de
Microrganismos (Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP), em colaboragdo com o aluno de doutorado Matheus Aparecido dos
Santos Ramos, sob supervisao da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica de diluicéo
em microplacas, obedecendo-se a norma M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008) e Duarte et al. (2005), com modificagOes para
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avaliacdo do potencial antifingico e a norma M7-A7 também do CLSI (CLSI, 2006),
para avaliacdo do potencial antibacteriano.
O esquema de como foram realizados o0s testes antimicrobianos esta

representado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema de organizacédo do teste antimicrobiano em microplaca
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3.7.1. Amostras microbioldgicas

Foram utilizadas as amostras bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Gram positiva) e de Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negativa), além das espécies
fangicas de Candida albicans ATCC-10231, C. glabrata ATCC-2001, C. krusei ATCC-
6258, C. parapsilosis ATCC-22019 e C. tropicalis ATCC-750.

3.7.2. Estocagem e manutencao das amostras microbiol6gicas
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As amostras bacterianas foram mantidas em CMH acrescido de 40% de glicerol a
-20°C. Para o uso, foram repicadas em 3 mL de CMH e incubadas por 24 horas a 37°C,
para padronizacgéo do inoculo.

As amostras de Candida sp foram mantidas em condig¢des semelhantes, no entanto
foi utilizado o caldo sabouraud dextrose (CSD) também acrescido de 40% de glicerol e
congeladas a -20°C. Para o0 uso, as mesmas foram repicadas em 3 mL de CSD e incubadas

por 48 horas a 37°C em estufa microbiologica.

3.7.3. Padronizacéao das suspensdes microbioldgicas

Uma aliquota das culturas bacterianas de 24 horas foi transferida para um tubo de
ensaio contendo 5 mL de CMH e ajustada a turbidez com a escala 0,5 de McFarland,
seguida de leitura espectrofotométrica a 620 nm até obtencao de absorbancia entre 0,10 a
0,15 (1,0 x 108 UFC/ mL). Posteriormente, a suspensao foi diluida na proporcéo 1:10 para
obter-se a concentracéo de 1,0 x 107 UFC/ mL, que foi, entéo, utilizada nos ensaios (CLSI,
2006).

Jé& para as leveduras, uma aliquota das culturas fangicas de 48 horas foi transferida
para um tubo ensaio com 5 mL de CSD e ajustada a turbidez também com a escala 0,5 de
MacFarland (aprox. 5 x 108 UFC/mL). Logo ap6s, foi feita a leitura espectrofotométrica
a 530 nm até obtenc&o de absorbancia entre 0,12 a 0,15 (1,0 x 108 UFC/ mL). Em seguida,
a suspensao fungica foi diluida 1:1000 em CSD e depois 1:20 em RPMI obtendo-se uma
suspensdo com concentracdo final de 2,5 x 10® UFC/ mL utilizada nos experimentos
(CLSI, 2008).

3.7.4. Controles

Nos ensaios antibacterianos, como controle positivo foi utilizado a ampicilina, que
atua na inibicdo da sintese de parede celular (TORTORA et al.,, 2017), em uma
concentragdo de 5 pg/ mL para S. aureus e 50 pg/mL para E. coli. Como controle
negativo/solvente foram utilizados 20% de DMSO em CMH, ou seja, 0 solvente dos
extratos ndo incorporados e as bases SLN1 e SLN2 como controles dos extratos

incorporados. Além disso, foi realizado o controle de crescimento bacteriano e de
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esterilidade do meio e dos extratos sem a adi¢do do inoculo bacteriano, a fim de
certificar qualquer contaminagé&o.

Nos ensaios antifungicos, foram utilizados como controles positivos anfotericina
B (32 pg/ mL) e o fluconazol (256 pg/ mL). Esses farmacos tém sido usados como
primeira escolha na terapéutica de doencas fungicas por terem como alvo de acdo a
membrana celular dos mesmos (RAMOS, 2015). Também foi realizado o controle de
esterilidade do meio de cultura e extratos vegetais, do crescimento leveduriforme e
controle negativo/solvente como descrito acima para a atividade antibacteriana,

entretanto, utilizando RPMI.

3.7.5. Atividade antibacteriana - Determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM)

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 L de CMH e
em seguida acrescidos de 100 pL das amostras-teste no primeiro poco para realizacéo da
diluicdo seriada de 2000 a 15,6 pug/ mL. Subsequentemente, foram distribuidos 20 pL das
suspensdes dos micro-organismos em cada pogo, exceto nos pogos que correspondem ao
controle de esterilidade do meio (apenas CMH) e dos extratos vegetais.

As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas e ap6s esse periodo foi
realizada a leitura visual do crescimento bacteriano. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

A CIM foi determinada para cada cepa bacteriana, como a menor concentracao da
amostra que inibe o crescimento bacteriano (HORNER et al., 2008; GUDINA et al.,
2010).

A leitura visual foi realizada apds a incubacéo de 2 horas a 37°C com o revelador
resazurina (30 pg/mL), onde foram adicionados 30 pulL em cada pogo da microplaca. A
resazurina é um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que tem sido
utilizado para avaliar a viabilidade e contaminagdo bacteriana e para testar a atividade
antimicrobiana. A reducdo do meio com resazurina passa de azul para roseo, permitindo
uma analise visual do resultado (PALOMINO et al., 2002; MONTEJANO et al., 2005).
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3.7.6. Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Antes da adicao do revelador resazurina, a mistura de cada pogo da microplaca foi
repicada, com o auxilio de hastes de madeira estéreis, em uma placa de agar Mueller
Hilton (AMH). Apos incubacéo das placas a 37°C por 24 horas, foi observada a presenca
ou auséncia do crescimento das bactérias. A determinagdo da concentracdo bactericida
minima (CBM) tem como objetivo avaliar a capacidade de reestabecimento do

crescimento bacteriano apds incubacdo de 24 horas de contato com as amostras vegetais.

3.7.7. Atividade antifingica - Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os pogos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100 L. de RPMI
1640 (tamponado com MOP’s) e em seguida acrescidos de 100 uL. das amostras-teste
no primeiro poco e entdo realizado a dilui¢do seriada. Subsequentemente, foram
distribuidos 100 uL da suspenséo fangica em cada poco, exceto nos pogos que
correspondem ao controle de esterilidade do meio (apenas RPMI) e dos extratos
vegetais. Assim, as concentragdes de extratos avaliadas variaram de 1000 a 0,97 pg/mL.
As microplacas foram incubadas a 37°C por 48 horas e ap6s esse periodo foi realizada a
leitura visual do crescimento fungico. Todos 0s ensaios foram realizados em

triplicata.

A CIM foi definida como a menor concentracdo da amostra capaz de inibir o
crescimento microbiano (HORNER et al., 2008; HAWSER e ISLAM, 1999).

A leitura visual foi realizada apds a incubacéo de 2 horas a 37°C com o revelador
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 2%, onde foram adicionados 20 uL. em cada pogo
da microplaca. O TCC é incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido. Dessa
maneira, os resultados foram analisados de acordo com a mudanca de coloragéo, onde 0s
pocos que apresentam coloracdo vermelha indicam a presenca de crescimento fangico,
enquanto que aqueles que permanecem incolores indicam a auséncia de crescimento
fangico (DUARTE et al., 2005).

3.7.8. Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM)
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Antes da adicdo do revelador TCC, a mistura de cada poco da microplaca foi
repicada, com o auxilio de hastes de madeira estéreis, em uma placa de agar sabouraud
dextrose (ASD). Apds incubacéo das placas a 37°C por 48 horas, foi observada a presenca
ou auséncia do crescimento das leveduras. A determinacdo da concentracdo fungicida
minima (CFM) tem como objetivo avaliar a capacidade de reestabecimento do

crescimento fangico apds incubacdo de 48 horas de contato com as amostras vegetais.

3.8. Citotoxicidade em linhagens celulares

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de
Micobacteriologia (Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — UNESP), em colaboracéo com o aluno de doutorado Rone Aparecido de Grandis,
sob supervisdo do Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan.

Os ensaios in vitro para a determinacdo da viabilidade celular foram realizados
frente as linhagens: GM-07492 fibroblastos normais, HepG2 (ATCC HB-8065 TM)
células de carcinoma hepatocelular humano e HeLa (ATCC CCI-2TM) células de
adenocarcinoma cervical humano (Figura 7). As células foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s médium - Sigma — Aldrich) com 10% de
Soro Bovino Fetal (SBF — Gibco-Invitrogem) e 2,38 mg/mL Hepes (Sigma - Aldrich),
constituindo o chamado “meio de cultura completo”, a 37°C em atmosfera imida com
5% de CO2 1% de solugdo antibidtico-antimicotico (estreptomicina, gentamicina e
neomicina — Gibco-Invitrogem) foram adicionados ao meio, a fim de prevenir a
contaminagdo bacteriana e fungica. As culturas foram repicadas semanalmente por

tripsinizacdo até um méximo de 10 passagens.
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Figura 7 - Fotomicrografias das linhagens celulares GM-07492 (A), HepG2 (B) e HelLa
(©)

Fonte: Autor c;nte: Fonte:
http://www.addexbio.com/product https://www.atcc.org/products/all/
detail?pid=46 CCL-2.aspx

Até o momento do uso, as linhagens foram mantidas congeladas (-80 °C) em tubos
criogénicos (aliquota) contendo SBF e 5 % de DMSO.

Para o descongelamento das células, o vial criogénico retirado do -80°C
permaneceu em temperatura ambiente até que seu contetdo estivesse completamente
descongelado. Este contetdo foi colocado em um tubo de centrifuga estéril (15 mL)
contendo 2 mL de meio de cultura completo e submetido a centrifugacéo por 5 minutos a
1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e, ao pellet ressuspendido foi acrescentado 2
mL de meio. A suspensdo celular foi transferida para uma nova garrafa de cultivo, a qual
foi incubada nas condicGes previamente descritas até atingir a confluéncia celular.

Para a tripsinizacdo, ap6s remogdo do meio de cultura, as células foram lavadas
com PBS e desprendidas da superficie interna do frasco de cultura utilizando-se tripsina
(Gibco-Invitrogen). Apds o desprendimento das células, 2 mL de meio de cultura
completo foi adicionado ao frasco para a inativacdo da tripsina e homogeneizado. Uma
pequena quantidade de células foi, entdo, colocada em cultivo em novos frascos de cultura
contendo 5 mL de meio de cultura completo, e submetidas as condicdes padronizadas de
incubagdo (37°C, em atmosfera com 5% de CO2 e 95% de saturacéo de umidade) até a
preparacdo da proxima subcultura.

Para a realizacdo do teste, as células foram semeadas em microplacas de 96 pocos
a uma densidade de 1,5 x 10* células/poco seguida de incubacéo por 24 horas para adesdo
celular.

Apobs a incubacdo, o meio foi removido e as amostras a serem testadas,
previamente diluidas nas concentragdes de 1000 a 62,5 pug/mL para os extratos ndo


http://www.addexbio.com/productdetail?pid=46
http://www.addexbio.com/productdetail?pid=46
http://www.atcc.org/products/all/
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incorporados e de 50 a 1,5 pg/mL para os incorporados, foram adicionadas aos pocos das
microplacas (100 puL). Também foram incluidos os controles negativo (meio de cultura
completo), positivo (DMSO 20%), solvente (DMSO 1% para 0s extratos ndo
incorporados e as bases dos sistemas 1% como controle dos extratos incorporados), OSU
e tensoativo (0,12 a 0,025%). Os solventes, OSU e tensoativo também passaram por uma
diluicdo seriada antes de entrarem em contato com as células (Figura 8).

Ap0s 24 horas com os diferentes tratamentos, o meio de cultura foi removido e 50
pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,001% foram adicionados. O ensaio de reducdo da
resazurina (alamar Blue®) foi realizado segundo o protocolo descrito por Pagé et al.
(1993) e indica o status do perfil metabolico celular. As microplacas foram novamente
incubadas (1 hora) e por fim, realizou-se a leitura no leitor de microplacas Cytation
(Biotek®), onde foram utilizados filtros de excita¢do (530 nm) e emissao (590 nm).

Todos os dados foram analisados estatisticamente pelo software GraphPad Prism
5, utilizando andlise de variancia One-way Anova para determinar as significancias
estatisticas, seguida pelo teste de Dunnet considerando p < 0,05. Os testes foram feitos
em triplicata e os resultados obtidos foram expressos como uma percentagem do controle
negativo (meio de cultura completo) que foi considerado 100%.
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Figura 8 - Esquema de organizacédo do teste de citotoxicidade em microplaca
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3.9. Mutagenicidade (Teste de Ames)

Para a avaliacdo da mutagenicidade foi realizado o teste de Ames, de acordo com
a metodologia de pré-incubacdo, desenvolvida por Maron e Ames (1983). Cinco
diferentes concentraces dos extratos incorporados foram avaliadas. Os extratos foram
incorporados em uma concentracao de 5000 pg/ mL e diluidos em tampéo fosfato quando
a toxicidade foi observada nos testes preliminares. A toxicidade foi evidenciada pela
reducdo no nimero de revertentes His+ ou como um crescimento de fundo (background)
nas placas teste de agar minimo.

No teste, foram utilizadas as linhagens TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium,
gentilmente cedidas pela Profa Dra Eliana Aparecida Varanda do Laboratorio de
Mutagénese da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. As linhagens foram inicialmente

adquiridas por meio do Dr. Bruce Ames da Universidade de
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Berkeley, California, EUA. Os experimentos foram realizados com e sem ativagédo
metabolica.

Nos ensaios com metabolizacdo, foi utilizada a fracdo microssomal S9
homogeneizada de figado de rato Sprague Dawley (fracdo pds-mitocondrial,
suplementada com um cofator, preparada a partir de figado de roedores tratados com
agentes indutores de enzimas, aroclor 1254- 500 mg/kg) obtida comercialmente da
MOLTOX-Molecular Toxicology, Inc. USA. A fracdo S9 revela se a substancia ou
amostra € mutagénica em sua forma original ou necessita ser metabolizada ou ativada
para se tornar mutagénica. O sistema de ativacdo metabolica consiste de 4% de fracdo S9,
1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1% de 1,65 M de cloreto de potéssio, 0,5% de 1 M
de glicose-6-fosfato e 4% de 0,1 M de b-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1
M, além de 50% de 0,2 M de tampao fosfato pH 7,4 e 39,5% de agua destilada estéril
(MARON e AMES, 1983). As solucbes foram preparadas sempre a fresco e utilizadas
num periodo maximo de 3 horas.

Para o in6culo bacteriano, com auxilio da alca de inoculagéo, pequena quantidade
da cultura estoque congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2),
incubada a 37 °C, por 12-16 horas, em shaker incubador (37 °C — 160 rpm), de modo a
obter uma densidade de 1-2 x10° bactérias/ mL.

Para a realizacdo do teste, as concentragbes dos extratos incorporados foram
adicionados 0,5 mL de 0,2 M de tampdo fosfato ou 0,5 mL de 4% de mistura S9 e 0,1 mL
de cultura de bacteérias, e entdo incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados a mistura 2 mL de top agar suplementado com tracos de histidina e biotina.
Essa mistura foi homogeneizada levemente e plaqueada em agar minimo glicosado. Apds
solidificacdo do top agar, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas (Figura 9). Apos
esse periodo, as col6nias revertentes foram contadas manualmente. O ensaio foi realizado

em triplicata.



51

Figura 9 — Esquema do Teste de Ames
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Fonte: Autor

Os agentes mutagénicos padrdes utilizados para confirmar as propriedades de
reversdo e especificidade de cada cepa nos experimentos sem a mistura S9 foram 4- nitro-
o-fenilenodiamina (10 pg/ placa para TA98), azida sddica (1,25 pg/ placa para TA100) e
mitomicina C (0,5 pg/ placa para TA102). 2-aminoantraceno (1,25 pug/ placa)
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foi utilizado para TA98 e TA100 e 2-aminofluoreno (10 pg/ placa), para TA102 nos
experimentos com ativacdo metabolica. As bases SLN1 e SLN2 (100 pL/ placa) foram
utilizadas como controle solvente. Além disso, foi realizado o controle espontaneo (sem
qualquer tratamento), bem como o OSU e tensoativo isoladamente.

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Salanal (U.S.
Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV,
versao 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), adotando o
modelo de Bernstein et al. (1982). Os dados (revertentes/ placa) foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA), seguido de uma regressdo linear. O indice de
mutagenicidade (IM) foi calculado para cada concentragdo testada, de acordo com a

seguinte formula:

IM = ndmero de revertentes/ placa com o composto-teste (revertentes induzidas)

namero de revertentes/ placa com o controle (solvente) negativo

A amostra foi considerada mutagénica quando houve um aumento significativo
no numero de revertentes e o IM foi maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses
testadas (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

3.10. Ensaio de liberacgéo in vitro

O processo de liberagdo foi feito colocando 0,5 mL de amostra em tubos de
dialise com permeabilidade a 14 KDa. Os tubos foram imersos em bequeres contendo 10
mL de solvente, incubados a 37°C sob agitacdo de 150 rpm (Figura 10) em um agitador
orbital e devidamente fechados para evitar evaporagao.

O solvente para os extratos nao incorporados foi uma solugdo de PBS contendo
5% de DMSO e o solvente dos extratos incorporados foi somente o PBS. Em intervalo de
tempo apropriados (0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas) foram retirados 10 mL
do solvente e armazenados em tubos de vidro sob refrigeracdo. O solvente foi substituido
a cada amostragem. A absorbancia foi monitorada por UV-Vis, usando como
comprimento de onda de excitagcdo em 350 nm, com a finalidade de comparar o perido de

liberag&o dos extratos puros com os incorporados.



Figura 10 - Aparato para a analise da liberacdo in vitro das amostras-teste

Fonte: Autor
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Resultados

“As melhores e mais lindas coisas do mundo ndo se podem ver e
nem tocar. Elas devem ser sentidas com o coragdo. Nao devemos
ter medo dos confrontos. Até os planetas se chocam, e do caos

nascem as estrelas.” (Charles Chaplin)
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4, RESULTADOS

4.1. Sistemas lipidicos nanoestruturados

O diagrama de fases (Figura 11) foi construido somente para SLN1, fixando-se a
proporcdo de tensoativo e fase oleosa, e procedendo a titulagdo com a fase aquosa,
obtendo, dessa maneira, 36 diferentes formulacdes. Com base nas andlises das
formulag6es construidas, 39% delas apresentaram como caracteristica de sistema viscoso
opaco, seguido de 31% como viscoso semitransllcido, 11% como sistema Vviscoso
transldcido, 8% com separacao de fases e, por fim, sistema liquido translicido e sistema

liquido opaco com 6% cada.

Figura 11 - Classificacdo do diagrama de fases
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O SLN2 foi preparado como deFigurascrito em Bonifacio et al. (2015).

Tanto no SLN1 como no SLN2, a formulacdo do ponto 1 constituida de 10% de

fase oleosa, 10% de tensoativo e 80% de fase aquosa, foi selecionada para a incorporacéo

dos extratos.
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4.2 Caracterizacao dos sistemas lipidicos nhanoestruturados

A Tabela 1 apresenta os valores das médias e os desvios-padréo dos didmetros
hidrodinamicos, o IPD e PZ para as bases SLN1 e SLN2 e para 0s extratos incorporados.

De acordo com os resultados, podemos observar um aumento do diametro
hidrodindmico médio das goticulas ap6s a incorporagao dos extratos em comparagao com
as respectivas bases, sendo este estatisticamente diferente apenas para B. holophylla, o
que representa um forte indicio de que ocorreu efetivamente a incorporacgdo. Este aumento
somente ndo foi observado ap6s a incorporacdo do extrato de M. bella em SLNZ2,
indicando que a incorporagdo ndo provocou alteragOes significativas no didmetro da
goticula do extrato de M. bella incorporado quando comparado com SLN2 (Tabela 1).

Além disso, os valores de IPD ndo variaram de maneira estatisticamente
significativa entre as diferentes amostras (Tabela 1). O IPD mostra a homogeneidade
relativa na populacéo de goticulas distribuida na amostra medida. Quanto menor o IPD,
maior a homogeneidade das amostras e valores abaixo que 0,5 indicam que estdo
homogéneos (GOYAL et al., 2012). Assim, as amostras dos extratos incorporados e das
bases SLN1 e SLN2 apresentaram-se como esperado, ou seja, uniformes.

O PZ (mV) foi calculado através da observacdo da mobilidade eletroforética das
goticulas submetidas a um campo elétrico. Os valores obtidos para os extratos
incorporados ndo diferiram estatisticamente das bases (SLN1 e SLN2) (Tabela 1).

Todos esses parametros foram avaliados em um periodo de trés meses com leituras
quinzenais, a fim de acompanhar a estabilidade das amostras. Os resultados estio
expostos na Figura 12 e mostraram que ndo houve diferengas estatisticamente
significativas nas avaliagOes, demonstrando assim uma boa estabilidade dos sistemas

desenvolvidos.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo do didametro hidrodindmico, do indice de polidispersidade (IPD) e potencial Zeta (PZ) para as bases com

(SLN1) e sem (SLN2) o 6leo de semente de uva, bem como dos extratos incorporados

Formulacéo Diametro hidrodinamico (nm) IPD PZ (mV)
SLN1 SLN2 SLN1 SLN2 SLN1 SLN2
SLN 42,7 £ 3,23 170,8 £+ 2,18 0,224 £ 0,017 0,391 + 0,021 -6,345+0,605 -2,170+0,135
SLN - M. bella 44,2+0,70 170,2 £ 2,02 0,269 + 0,012 0,388 + 0,006 -4,685+0,175 -4,600 £ 0,482
SLN - B. holophylla 54,1+ 1,25* 186,9+ 0,72* 0,363 + 0,026 0,404 + 0,026 -5,680+0,240 -3,920 £0,226

SLN: sistema lipidico nanoestruturado; IPD: indice de polidispersidade; PZ: Potencial Zeta

*estatisticamente diferente da base do SLN
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Figura 12 — Diametro hidrodindmico médio, indice de polidispersidade (IPD) e potencial Zeta (PZ) das bases SLN1 (A) e SLN2 (B), bem como

dos extratos incorporados
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4.3. Espectroscopia de absorc¢édo no Infravermelho (FTIR)

Os espectros dos extratos incorporados, bases SLN1 e SLN2, bem como do OSU
e tensoativo, obtidos por FTIR, estdo apresentados nas Figuras 13 e 14.

O espectro do OSU indica a presenca de grupamentos quimicos CH; através da
vibragdo dos picos na regido de 2800-2900 cm™, C=0 em 1750 e 1164 cm™ e OH em
1375 cm™. Ja o tensoativo apresentou um pico em 1636 referente a vibragdo do
grupamento OH e um na regido de 1096 referente a vibracdo da ligagdo C-O. A intensa
banda na regido de 3300 cm™ pode corresponder a vibragdo do grupamento OH da agua
por representar o componente de maior quantidade (Figura 13).

O espectro de SLN1 é resultante da soma dos espectros do OSU e tensoativo,
indicando picos somatdrios, bem como deslocamentos de picos, 0 que sugere o indicio de
interacdo entre os componentes do sistema. Na base SLN1 é possivel visualizar o pico na
regido de 2800-2900 cm™ referente aos grupamentos CH, do OSU e em 1636 cm™
referente ao OH do tensoativo. No entanto, o pico referente ao OH do OSU foi deslocado
da sua posicdo original de 1375 cm™ para 1351 cm, indicando a possibilidade de uma
interacdo quimica fraca entre o 6leo e o tensoativo, possivelmente através de ligagdo de
hidrogénio. O pico em 1164 cm™ do espectro do OSU néo foi
identificado no espectro do sistema, também indicativo de interacdo com 0s

componentes do sistema (Figura 13).
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Figura 13 — Espectros do 6leo de semente de uva (OSU), tensoativo e base SLN1

obtidos pela técnica FTIR
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Como observado na Figura 14, os espectros de todas as amostras avaliadas
apresentam grupamentos quimicos CHa, presentes no OSU e colesterol, que ¢ indicado
pela vibragdo dos picos na regido de 2800-2900 cm™.

Comparando os extratos livres com os incorporados, tanto o espectro de M. bella
quanto de B. holophylla, apresentaram bandas na regido 1196 cm™ correspondentes as
vibracgdes de ligacdo C-H e OH apresentados nas estruturas aromaticas. Além disso, M.
bella apresentou pico na regifo 1326 cm™ correspondente a vibragéo de ligagdo do grupo
C-H, enquanto que em B. holophylla a vibracdo correspondente a este grupo esta na regido
1336 cm™. Estas, sio exemplos de bandas que ndo aparecem em nenhum dos sistemas,
sugerindo a possibilidade de interagdo dos componentes dos extratos com 0s sistemas
(Figura 14).
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Figura 14 — Espectros dos extratos incorporados e nao incorporados de M. bella e B.
holophylla, bem como das bases SLN1 e SLN2 obtidos pela técnica FTIR
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4.4. Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos extratos incorporados e ndo incorporados foi
avaliada frente as cepas de S. aureus e E. coli. Os valores de CIM estdo apresentados na
Tabela 2.

De uma maneira geral, os resultados obtidos mostraram que 0s extratos ndo
incorporados foram mais eficazes que os incorporados.

Contra E. coli, ambos extratos EtOH70% das folhas M. bella e B. holophylla
apresentaram CIM de 2000 pg/mL e quando incorporados tanto em SLN1 quanto em
SLN2 n&o inibiram o crescimento bacteriano. De acordo com a avaliagdo da CBM, B.
holophylla é bactericida e M. bella bacteriostatica.

Com relagdo ao S. aureus, o extrato de M. bella também apresentou uma CIM de
2000 pg/mL, enquanto que a de B. holophylla foi de 500 pg/mL. Quando incorporados,
0 extrato de M. bella manteve a CIM de 2000 pg/mL apenas no SLN1 e B. holophylla
ndo apresentou qualquer atividade. O extrato ndo incorporado de B. holophylla e o
incorporado de M. bella foram considerados bacteriostaticos, e 0 ndo incorporado de M.
bella bactericida.
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima
(CBM) dos extratos incorporados e ndo incorporados de M. bella e B. holophylla frente

as bactérias E. coli e S. aureus

CIM*/CBM*

Amostras/cepas S. aureus E. coli
DMSO 20% -
M. bella 2000/ BC 2000 2000/ BT > 2000
B. holophylla 500/ BT >2000 2000/ BC 1000
Ampicilina 0,04 2,5

SLN1 SLN2 SLN1 SLN2
SLN - - - -
SLN-M. bella 2000/ BT >2000 >2000 >2000 >2000
SLN-B. holophylla >2000 >2000 >2000 >2000

* pg/mL; CIM: Concentragéo inibitdria minima; CBM: Concentragdo bactericida minima; SLN: sistema
lipidico nanoestruturado; BC: bactericida; BT: bacteriostatico; (-): sem inibicdo; SLN1: sistema lipidico
nanoestruturado com 6leo de semente de uva; SLN2: sistema lipidico nanoestruturado sem 6leo de semente

de uva.

A Tabela 3 apresenta os valores de CIM observados por meio da avaliagcdo da
atividade antifungica dos extratos incorporados e nao incorporados. Os extratos foram
avaliados frente as leveduras: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C.
tropicalis.

De acordo com os resultados obtidos, os extratos apresentaram atividade
antifungica frente a todas as cepas testadas, sendo que M. bella teve uma melhor agéo que
B. holophylla com relagdo ao extrato livre.

O extrato ndo incorporado de M. bella apresentou CIM de 3,9 pg/mL para C.
glabrata, 7,8 ng/mL para C. krusei, 15,6 pg/mL para C. parapsilosis e C. tropicalis e
31,25 pug/mL para C. albicans. Quando incorporado no SLN1, apresentou CIM de 1,95
pg/mL para C. glabrata, manteve a CIM de 7,8 ug/mL para C. krusei e 15,6 pg/mL para
C. tropicalis e 31,25 pg/mL para C. albicans e C. parapsilosis. No SLN2, as CIMs foram
de 3,9 ug/mL para C. glabrata, 7,8 ug/mL para C. krusei e C. tropicalis, 15,6 pg/mL para
C. parapsilosis e 31,25 pg/mL para C. albicans. O extrato apresentou
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carater fungistatico (>125 pg/mL) frente a todas as cepas, livre e incorporado, exceto
contra C. tropicalis, que foi identificado como fungicida em 61,25 pg/mL quando
incorporado em SLN1.

Com relacéo a espécie vegetal B. holophylla, o extrato ndo incorporado apresentou
CIM de 15,6 pg/mL para C. glabrata, 62,5 pg/mL para C. krusei e C. tropicalis e 125
pg/mL para C. albicans e C. parapsilosis, com perfil fungistatico contra todas as cepas
(> 125 pg/mL), exceto para contra a C. tropicalis que foi fungicida na concentracéo de
125 pg/mL. Quando incorporado em SLN1, os valores de CIM foram maiores frente as
cepas, sendo de 250 pug/mL para C. glabrata, 125 pug/mL para C. krusei e C. tropicalis e
1000 pg/mL para C. albicans, com acdo fungicida contra a C. krusei e C. tropicalis na
concentracdo de 500 pg/mL. O extrato incorporado de B. holophylla em SLN1 nao inibiu
o crescimento da levedura C. parapsilosis. No SLN2, as CIMs foram de 31,25 pg/mL
para C. glabrata e 250 pg/mL para C. krusei e C. tropicalis, com caracteristica fungicida
apenas para C. krusei (250 pug/mL). Para C. albicans e C. parapsilosis ndo foi observada

a acdo antifungica.
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Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima (CIM) e Concentracéo fungicida minima (CFM) dos extratos incorporados e ndo incorporados de M.

bella e B. holophylla frente a diferentes espécies de Candida

CIM*/CFM*
Amostras/cepas C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis C. albicans
DMSO 20% - - - - -
M. bella 3,9/ FT >125 7,8/ FT >125 15,6/ FT >125 15,6/ FT >125 31,25/ FT >125
B. holophylla 15,6/ FT >125 62,5/ FT >125 125/ FT >125 62,5/ FC 125 125/ FT >125
Anfotericina B 0,25 0,5 0,25 0,05 0,25
Fluconazol R 15,81 7,9 63,25 R
SLN1 SLN2 SLN1 SLN2 SLN1 SLN2 SLN1 SLN2 SLN1 SLN2

SLN - - - - - - - - - -
SLN - M. bella 1,95/ 3,9/ 7,8/ 7,8/ 31,25/ 15,6/ 15,6/ 7,8/ 31,25/ 31,25/

FT >125 FT>125 FT>125 FT>125 FT>125 FT>125 FC61,25 FT>125 FT>125 FT>125
SLN- B. holophylla 250/ 31,25 125/ 250/ 125/ 250/ 1000/

FT >1000 FT>1000 FC 500 FC 250 >1000 >1000 FC500 FT>1000 FT >1000 >1000

* pg/mL; CIM: Concentracéo inibitéria minima; CFM: Concentracdo fungicida minima; SLN: sistema lipidico nanoestruturado; FC: fungicida; FT: fungistatico; R: resistente;

(-): sem inibicdo SLN1.: sistema lipidico nanoestruturado com éleo de semente de uva; SLN2: sistema lipidico nanoestruturado sem dleo de semente de uva.
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4.5. Citotoxicidade

Os extratos ndo incorporados e incorporados foram avaliados quanto ao seu
potencial citotoxico frente as linhagens celulares humanas GM-07492, HepG2 e HelLa
por meio de ensaio de viabilidade celular da resazurina (Alamar blue), que indica o status
do perfil metabolico celular.

De acordo com os resultados obtidos, os extratos de M. bella e B. holophylla
apresentaram um potencial citotoxico semelhante. Foi possivel observar que ambos
induziram uma reducdo estatisticamente significativa na viabilidade celular de GM-
07492 nas concentragfes de 1000, 500 e 250 pg/mL, em HepG2 apenas na maior
concentracdo testada (1000 pg/mL), e frente as células HelLa, o efeito citotoxico foi
observado nas concentragdes de 1000 e 500 pug/mL (Figura 15).
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Figura 15 - Ensaio de viabilidade celular com as linhagens GM-07492 (A), HepG2 (B), HeLA (C) tratadas com os extratos de M. bella e B.
holophylla
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo. CN: Controle negativo (meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal, viabilidade celular de
100%); CS: controle solvente (1% DMSO, maxima concentracdo de solvente utilizada no teste, viabilidade celular de 100%) CP: controle positivo (DMSO 20%; viabilidade
celular de 7,45% em GM 04792, 4,64% em HepG2 e 6,59% em HelLa).

*Significativamente diferente do controle negativo (p <0,05).
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A incorporacdo em ambos sistemas provocou uma alta toxicidade. Por isso,
tornou-se necessario diminuir as concentracdes.

Tanto o extrato de M. bella como de B. holophylla incorporados em SLN1
reduziram estatisticamente a viabilidade celular de GM-07492 e HepG2 em todas as
concentragdes testadas comparadas ao controle negativo, exceto na menor concentragio
(1,5 pg/mL) frente a GM-07492, que induziu uma reducdo apds os tratamentos com
ambos extratos, mas essa ndo foi estatisticamente significante. Os extratos incorporados
em SLN1 ndo foram testados frente a linhagem celular HeL a.

Este perfil citotdxico foi alterado quando incorporados na base do SLN2. Com
relagdo a GM-07492, M. bella incorporada mostrou-se mais citotoxica que B. holophylla,
reduzindo estatisticamente a viabilidade celular nas trés maiores concentracdes (12,5, 25
e 50 pg/mL), enquanto que B. holophylla reduziu somente nas concentracdes de 25 e 50
pg/mL. Frente a HepG2, ambos foram capazes de diminuir, de maneira estatisticamente
significativa, a viabilidade celular apenas na maior concentragdo testada (50 pg/mL). E
por fim, com relacdo as células HelLa, M. bella induziu citotoxicidade apenas com 50
pg/mL, enquanto que o extrato de B. holophylla incorporado foi citotoxico em todas as

concentracgdes testadas (Figura 16).
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Figura 16 - Ensaio de viabilidade celular com as linhagens GM-07492 (A), HepG2 (B) e
HelLa (C) tratadas com os extratos incorporados de M. bella e B. holophylla nos sistemas

lipidicos nanoestruturados contendo (SLN1) ou ndo (SLN2) 6leo de semente de uva
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo. CN: controle negativo (meio de cultura DMEM,
suplementado com 10% de soro bovino fetal, viabilidade celular de 100%); CP: controle positivo (DMSO
20%; viabilidade celular de 7,45% em GM 04792, 4,64% em HepG2 e 6,59% em Hel a).
*Significativamente diferente do controle negativo (p <0,05).
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Frente aos resultados descritos acima, SLN1, SLN2, o OSU isolado e o tensoativo
foram avaliados. As concentragcdes foram determinadas pela porcentagem de massa por
volume do pogo (% m/vol). Os resultados mostraram o potencial citotoxico de todas as
concentracdes da base SLN1 frente a GM-07492 e HepG2 (Figura 17). SLN1 néo foi
testado nas células HeLa.

Ja com relagdo a SLNZ2, a acdo citotdxica foi observada nas concentracfes de 1 e
0,5% m/vol frente a GM-07492 e HepG2 e apenas em 1% m/vol para HeLa. Entretanto,
0 Oleo sozinho ndo induziu qualquer efeito citotoxico nas linhagens, diferente do
tensoativo que reduziu estatisticamente a viabilidade de GM-07492 em todas as
concentragdes e de HepG2 nas concentracfes de 0,12 e 0,05% m/vol. O tensoativo ndo

induziu qualquer efeito citotdxico nas células HelLa (Figura 17).
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Figura 17 - Ensaio de viabilidade celular com as linhagens GM-07492 (A), HepG2 (B) e
HelLa (C) tratadas com as bases dos sistemas lipidicos nanoestruturados contendo (SLN1)
ou ndo (SLNZ2) oleo de semente de uva, além do 6leo de semente de uva e tensoativo
isoladamente
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Os valores s8o apresentados como média e desvio-padréo. CN: controle negativo (meio de cultura DMEM,
suplementado com 10% de soro bovino fetal, viabilidade celular de 100%); CP: controle positivo (DMSO
20%; viabilidade celular de 7,45% em GM 04792, 4,64% em HepG2 e 6,59% em Hel a).
*Significativamente diferente do controle negativo (p <0,05).

Para facilitar a comparacdo entre os resultados obtidos, foi calculado o ECso
(concentracdo efetiva que mata 50% das células vidveis) das diferentes amostras. A
determinagdo do ECso foi realizada pela obtengdo de duas variéncias pela equagdo
y=ax+b. Os dados sdo mostrados na Tabela 4.

Os resultados mostraram que a linhagem celular normal GM-07492 foi mais
sensivel aos efeitos toxicos dos extratos, seguido da linhagem HelLa e por fim HepG2.

Os extratos incorporados em SLN1 foram evidentemente mais citotoxicos do que

em SLN2. Ambos quando incorporados, tiveram maior potencial citotoxico nas
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células HepG2 do que em GM-07492. No entanto, quando em SLN2 apresentaram maior
citotoxicidade em GM-07492, seguido de HepG2 e HelLa, exceto B. holophylla que foi

mais citotoxica em HelLa do que em HepG2.

Tabela 4 - ECso dos extratos incorporados de M. bella e B. holophylla nos sistemas

lipidicos nanoestruturados contendo (SLN1) ou ndo (SLN2) 6leo de semente de uva

ECso (ng/mL)
GM-07492 HepG2 Hel a

Amostras
M. bella 327 2050 557
B. holophylla 473 1151 486

SLN1 SLN2 SLN1 SLN2 SLN1 SLN2
SLN - M. bella 545 238 138 84,08 - 3814
SLN-B. holophylla 30 345 271 1214 - 617

SLN: sistema lipidico nanoestruturado; (-): ndo testado; SLN1: sistema lipidico nanoestruturado com 6leo

de semente de uva; SLN2: sistema lipidico nanoestruturado sem 6leo de semente de uva.
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4.6. Mutagenicidade

As Tabelas 5 e 6 mostram a média do numero de revertentes/ placa (M), o desvio
padrdo (DP) e o indice de mutagenicidade (IM) apds os tratamentos com 0s extratos
incorporados de M. bella e B. holophylla respectivamente, bem como das bases SLN1 e
SLN2, OSU e tensoativo (T) observados em linhagens TA98, TA100 e TA102 de S.
typhimurium, na presenca (+S9) e auséncia (-S9) de ativacdo metabdlica.

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que M. bella tanto em SLN1
quanto em SLN2 ndo apresentou atividade mutagénica em nenhuma das concentragdes
testadas, tanto na presenca (+S9) quanto na auséncia de metabolizacao (-S9). Indicios de
mutagenicidade foram observados na linhagem TA100 nos experimentos com ativagédo
metabolica e TA102 sem ativacdo metabolica no tratamento de M. bella em SLN2 (Tabela
5).

Com relagdo a B. holophylla, a incorporagdo em SLN2 n&o inibiu a
mutagenicidade previamente observada do extrato livre (anexo 2), na linhagem TA98 nos
ensaios com S9. Além disso, indicios de mutagenicidade foram observados na linhagem
TA100 nos testes com metabolizacéo de B. holophylla incorporada em SLN2 (Tabela 6).

As linhagens TA100 e TA102 foram mais sensiveis aos efeitos toxicos dos
extratos incorporados, por isso foi necessario diminuir as concentracdes (Tabelas 5 e 6).
O IM da base SLN1 foi menor do que o observado apds o tratamento com

SLNZ2, indicando maior toxicidade nas cepas de S. typhimurium testadas.

O OSU ndo induziu qualquer aumento estatisticamente significativo no nimero
de coldnias revertentes comparado ao controle espontaneo, demostrando auséncia de
mutagenicidade nas condic¢Oes utilizadas. Por outro lado, o tensoativo quando testado
isoladamente, foi mutagénico nas linhagens TA100 (com e sem S9) e TA102 (sem S9).
Na linhagem TA98 (com e sem S9) e TA102 (com S9) inibiu completamente o

crescimento bacteriano.
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Tabela 5 - Atividade mutagéncia expressa pela média e desvio-padrdo do nimero de revertentes/ placa e o indice de mutagenicidade (IM - valor

entre parénteses) nas linhagens TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium apos o tratamento com o extrato incorporado de M. bella, bem como das
bases SLN1 e SLN2, OSU e tensoativo (T)

NUmero de revertentes (M + DP)/ placa e IM

TA 98 TA 100 TA 102
Tratamentos -S9 +S9 Tratamentos -S9 +S9 -S9 +S9
CE 35+3 42+ 7 CE 141 +8 117 +18 249 + 44 275+ 39
C+ 756 + 24**2 871 + 39** C+ 1888 + 102**b 1589 + 86**d 2661 £ 147**¢ 1510 + 114**¢
SLN1 32+3(0,91) 40 £ 3 (0,95) SLN1 115+8 (0,81) 129+11 (1,10) 174+23 (0,70) 225 +29(0,82)
osu 34 +5(0,96) 46 £1 (1,10) osu 172+17 (1,22) 141+28 (1,21) 299+42 (1,20) 389 +33(1,42)
T Téxico Téxico T 534 +35** (3,79) 602 +57** (517) 1887 + 102** (7,58)  T6xico
SLN1+ MB SLN1+ MB
mg/placa mg/placa
0,62 31+1(0,89) 43+1(1,02) 0,31 118 + 21 (0,83) 141+ 11 (1,21) 289 + 16 (1,16) 269 + 25 (0,98)
1,25 38+2(1,07) 41 +6 (0,98) 0,62 120 + 15 (0,85) 154 + 28 (1,32) 218 +23(0,87) 246 + 12 (0,90)
2,50 34+3(0,97) 41 +3(0,98) 1,25 136 + 31 (0,96) 146 + 16 (1,25) 220 + 34 (0,88) 229 +21(0,83)
3,75 37 +3(1,06) 38+3(0,90) 1,87 142 + 17 (1,01) 128 + 18 (1,09) 223 +12(0,90) 175+ 13 (0,64)
5,00 35+2(0,99) 37+8(0,87) 2,50 126 + 14 (0,89) 134 + 16 (1,15) 247 + 18 (0,99) 88+ 10 (0,32)
SLN2 48 +1 (1,37) 41+1(0,98) SLN2 147 + 11 (1,04) 139 + 27 (1,19) 358 + 30 (1,44) 378 +41 (1,38)
SLN2 + MB SLN2 + MB
mg/placa mg/placa
0,62 38 £2(1,07) 47 +9 (1,11) 0,31 158 + 14 (1,12) 152 + 13 (1,30) 350 + 21 (1,40) 401 + 30 (1,46)
1,25 33+2(0,93) 46 £ 6 (1,10) 0,62 167 + 18 (1,18) 167 +24 (1,43) 310 £ 26 (1,24) 386 + 26 (1,40)
2,50 37 £4(1,04) 54 + 4 (1,27) 1,25 124 + 20 (0,88) 210 +11*(1,80) 305+ 39 (1,22) 344 +17 (1,25)
3,75 45+ 6 (1,27) 52 +8(1,24) 1,87 115+ 11 (0,81) 185 + 35* (1,59) 305 +30(1,22) 374 £ 31 (1,36)
5,00 45+ 6 (1,27) 60 + 6 (1,43) 2,50 114 + 16 (0,80) 185 + 14* (1,58) 389 + 14* (1,56) 347 £33 (1,26)

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M £ DP = média e desvio padrdo; CE: controle espontaneo; MB: Myrcia bella; SLN1: sistema lipidico nanoestruturado com 6leo
de semente de uva (100 pL/ placa); SLN2: sistema lipidico nanoestruturado sem dleo de semente de uva (100 pL/ placa); OSU: 6leo de semente de uva (2,4 uL/ placa); T:
tensoativo (2,4 pL/ placa); C+: Controle positivo - 4-nitro-0-fenilenodiamino (10,0 pg/ placa — TA98); PAzida Sédica (1,25 pg/placa — TA100); “Mitomicina C (0,5 pg/ placa
—TA102), em auséncia de S9 e 92-aminoantraceno (1,25 pg/ placa — TA98, TA100); ¢2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.
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entre parénteses) nas linhagens TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium apos o tratamento com o extrato incorporado de B. holophylla, bem

como das bases SLN1 e SLN2, OSU e tensoativo (T)

Nuamero de revertentes (M + DP)/ placa e IM

TA 98 TA 100 TA 102
Tratamentos -S9 + S9 Tratamentos -S9 +S9 - S9 +S9
CE 35+3 42+ 7 CE 141 +8 117 +18 249 + 44 275+ 39
C+ 756 + 24**2 871 + 39**d C+ 1888 + 102**P 1589 + 86**d 2661 £ 147**¢ 1510 + 114**¢
SLN1 32+3(0,91) 40 £3(0,95) SLN1 115+8 (0,81) 129+11 (1,10) 174+23 (0,70) 225+29(0,82)
osu 34 +5(0,96) 46 £1 (1,10) osu 172+17 (1,22) 141+28 (1,21) 299=+42 (1,20) 389 +33(1,42)
T Téxico Téxico T 534 +35** (3,79) 602 +57** (517) 1887 +102** (7,58)  Toxico
SLN1 + BH SLN1 + BH
mg/placa mg/placa
0,62 31+3(0,89) 41 + 4 (0,96) 0,31 160 + 19 (1,13) 168 + 10 (1,44) 261 +47 (1,05) 290 + 14 (1,06)
1,25 33+2(0,93) 36 +3(0,86) 0,62 167 + 27 (1,18) 135+ 21 (1,15) 197 + 31 (0,79) 245 + 31 (0,89)
2,50 30+4(0,84) 41+1(0,98) 1,25 129 + 25 (0,91) 141 +15(1,21) 223 +28(0,90) 241 +23(0,88)
3,75 36 +6(1,01) 40 £7(0,95) 1,87 153 + 13 (1,09) 137 +12(1,18) 220 + 14 (0,88) 220 £ 25 (0,80)
5,00 35+ 1(1,00) 35+1(0,83) 2,50 144 + 24 (1,02) 130+20(1,12) 267 £ 25 (1,07) 265+ 11 (0,97)
SLN2 48 +1 (1,37) 41+1(0,98) SLN2 147 + 11 (1,04) 139 + 27 (1,19) 358 + 30 (1,44) 378 + 41 (1,38)
SLN2 + BH SLN2 + BH
mg/placa mg/placa
0,62 32 +£4(0,90) 66 £8*  (1,57) 0,31 138 + 33 (0,98) 180 + 13* (1,55) 344 +23(1,38) 403 £ 45 (1,47)
1,25 30+ 3(0,86) 80+£21* (1,89) 0,62 147 + 21 (1,04) 166 + 24 (1,42) 338+ 14 (1,36) 362 +23(1,32)
2,50 36+1(1,03) 100 + 11**(2,38) 1,25 160 + 18 (1,13) 160 + 11 (1,37) 296 + 29 (1,19) 411 +13 (1,50)
3,75 32+6(0,91) 124 + 23** (2,95) 1,87 150 + 14 (1,06) 189 + 35* (1,62) 298 +31 (1,19) 337+£28(1,23)
5,00 32+1(0,90) 156 + 26** (3,71) 2,50 179 + 21 (1,27) 152 + 14 (1,30) 321+12(1,29) 339+35(1,23)

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M + DP = média e desvio padrdo; CE: controle espontaneo; BH: B. holophylla; SLN1: sistema lipidico nanoestruturado com 6leo
de semente de uva (100 pL/ placa); SLN2: sistema lipidico nanoestruturado sem 6leo de semente de uva (100 pL/ placa); OSU: 6leo de semente de uva (2,4 pL/ placa); T:
tensoativo (2,4 uL/ placa); C+: Controle positivo - 4-nitro-0-fenilenodiamino (10,0 pg/ placa — TA98); PAzida Sédica (1,25 pg/placa — TA100); “Mitomicina C (0,5 pg/ placa

—TA102), em auséncia de S9 e 92-aminoantraceno (1,25 pg/ placa — TA98, TA100); ¢2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.
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4.7. Ensaio de liberagdo

As concentragOes dos extratos de M. bella e B. holophylla liberadas neste ensaio
foram determinadas através de uma curva analitica (curva da absorbancia das amostras

em funcdo das concentracdes) (Figura 18).

Figura 18 - Curva padréo obtida no ensaio de liberacéo in vitro dos extratos de M. bella

e B. holophylla
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Durante o experimento de liberacdo, aliquotas das amostras foram retiradas nos
tempos 0,08, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas. De acordo com o0s resultados
apresentados na Figura 19, pode-se observar uma maior taxa de liberacéo nas primeiras 8
horas de ensaio para todas amostras avaliadas.

A porcentagem de liberacdo foi maior para os extratos livres, em todos os tempos
de coleta, comparados as formulacdes. O extrato de M. bella se estabilizou apos 24 horas,
com aproximadamente 47% de liberacdo, chegando a 50% em 48 horas, enquanto que 0
extrato de B. holophylla se estabilizou com cerca de 70% de liberagéo no tempo de 48
horas.

O extrato de M. bella incorporado em SLNL1 teve sua liberacdo estabilizada apos
24 horas com cerca de 18% de componentes liberados, chegando a 22% em 48 horas.
Quando incorporado em SLNZ2 o sistema possibilitou o dobro de liberagdo, com 38% em
24 horas, estabilizando-se com 41% em 48 horas.

Como M. bella, o extrato de B. holophylla incorporado em SLNL1 teve a principio

sua liberacdo estabilizada apds 24 horas com cerca de 29% de componentes
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liberados, no entanto chegou a 33% em 48 horas. Ja quando incorporado em SLN2

obteve uma liberacdo estabilizada com 31% em 24 horas, chegando a 36% em 48 horas.

De uma maneira geral, 0s SLNs desenvolvidos levaram a diminuicdo da liberacdo dos

extratos. Este fato estd de acordo com os resultados de FTIR, os quais indicam a

possiblidade de interagdo dos extratos com os componentes dos sistemas,

justificando a diminuig&o da liberacéo.

Figura 19 - Ensaio de liberacdo in vitro dos extratos livres e incorporados de M. bella

(A) e B. holophylla (B) nos sistemas lipidicos nanoestruturados contendo (SLN1) ou

ndo (SLN2) 6leo de semente de uva
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® SLN2
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado a atividade antimicrobiana dos extratos EtOH70% de
M. bella e B. holophylla puros e associados a nanotecnologia, que apresenta uma resposta
potencial a resisténcia antimicrobiana e estimula a inovacdo de promissoras formas de
tratamentos (KUMAR et al., 2018). Além disso, para garantir a seguranca do uso das
diferentes amostras foi também investigado o potencial citotoxico e mutagénico.

As propriedades das microemulsdes, como a maior solubilidade do farmaco, a
protecdo contra a hidrolise enzimatica, a facilidade de fabricacdo e a capacidade de
melhorar a permeacdo sdo muitas vezes superiores as formulacdes convencionais e vem
sendo exploradas na industria farmacéutica, desempenhando um papel importante nos
sistemas de liberacdo de farmacos. No entanto, a aplicacdo se torna restrita dependendo
da sua viscosidade (FENG et al., 2009). Pensando em superar este inconveniente, no
presente estudo foram preparados dois SLNs, um com (SLN1) e o outro sem (SLN2) o
OSU. O dleo proporcionou um sistema mais aquoso e transparente, enquanto que sem
dleo, a base ficou opaca e viscosa. Oleos vegetais, como de milho, de algodo, de laranja,
triglicerideos e ésteres de acidos graxos (miristato de isopropila, oleato de etila, etc) sdo
frequentemente utilizados como componentes oleosos, na intencdo de desenvolver
“microemulsdes biocompativeis” (GUPTA e MOULIK, 2007).

A formulacdo mais viscosa (SLN2) tornou-se interessante frente aos promissores
resultados obtidos apds os tratamentos contra as diferentes espécies de Candida, pois
devido a esta caracteristica, pode permitir maior adesividade em mucosas.

Como tensoativo foi utilizado uma mistura de polioxietileno 20 cetil éter (Brij
58) e fosfatidilcolina de soja. O polioxitileno 20 cetil éter (Brij 58) é um tensoativo ndo
ibnico com equilibrio hidrofilico-hidrofébico (OLIVEIRA etal., 2001; OLIVEIRA et al.,
2002); tensoativos ndo idnicos oferecem uma consideravel vantagem de ndo precisarem
de um cotensoativo para a formagdo de microemulsdes (LAWRENCE, 1996). Além
disso, o Brij 58 torna possivel uma interacdo com a membrana celular e melhora a
liberagdo de drogas dentro das células (BONIFACIO et al, 2015), que associado aos
fosfolipidios apresentam um particular interesse na preparacao de microemulsdes, devido
0 bicompartimento natural destes ultimos (ABOOFAZELI et al., 1994; SHINODA et al.,
1991).



78

Ao analisar a caracterizacdo estrutural das microemulsdes desenvolvidas, 0s
resultados sugerem uma microemulsdo éleo em &gua, ou seja, goticulas de 6leo em agua,
estabilizadas por uma pelicula interfacial de surfactantes.

Pode-se observar um aumento do didmetro hidrodindmico meédio apés a
incorporagéo dos extratos em ambas as formulacGes, exceto a incorporacao do extrato de
M. bella em SLN2. Este aumento é um forte indicio de que ocorreu efetivamente a
incorporacgdo. Os valores variaram entre 42,7 + 3,23 e 186,9 £ 0,72, dentro da faixa de
10-250 nm (100-2500 A), intervalo ideal para SLN do tipo microemulsdo segundo
Formariz et al., 2005.

No que diz respeito ao IPD, observa-se que os valores tanto das bases quanto das
formulagcbes contendo os extratos variaram entre 0,224 + 0,017 e 0,404 £ 0,026, o que
permite inferir que as amostras sdo homogéneas. Além disso, SLN1 e os extratos
incorporados sdo mais homogéneos do que as amostras em SLN2, uma vez que os valores
s&o menores quando comparados (MOGHIMIPOUR, SALIMI e EFTEKHARI, 2013).

Sobre 0 PZ, este esta diretamente envolvido na estabilidade fisica das goticulas
podendo passar por modificacGes que possam ocorrer na interface com o meio disperso,
ou seja, na dissociacdo de grupos funcionais na superficie da goticula ou na adsorcao de
possiveis espécies idnicas presentes no meio aquoso (OBEIDAT et al., 2010). Os valores
obtidos para os extratos incorporados ndo diferiram estatisticamente das bases (SLN1 e
SLN2). O valor negativo observado significa que as goticulas apresentam superficie
externa com predominéncia de cargas negativas, provavelmente proveniente dos
componentes das formulacdes, como da fosfatidilcolina de soja, que possui grupamentos
ésteres livres, bem como o colesterol, que em sua estrutura possui uma hidroxila livre
[OH-] (SILVA et al., 2016).

Frente aos resultados da avaliagdo do potencial antimicrobiano, podemos observar
que o extrato puro de B. holophylla foi o mais ativo, sendo a cepa de S. aureus mais
sensivel, com valor de CIM de 500 pg/mL (carater bacteriostatico). No entanto, quando
incorporado n&o inibiu o crescimento bacteriano, independente do sistema. M. bella
apresentou CIM de 2000 pg/mL e manteve essa CIM apenas quando incorporado em
SLN1. Contra E. coli, os extratos apresentaram CIM de 2000 pg/mL e quando

incorporados em ambos sistemas ndo demonstraram potencial antibacteriano.
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Diferencas na ultraestrutura da célula associadas a parede celular ou camadas de
contorno celular acarretam diferentes sensibilidades aos compostos presentes nos extratos
(MICELI et al., 2011). De acordo com Hendra et al., (2011), as bactérias Gram- negativas
sdo geralmente mais resistentes, devido a barreira de permeabilidade da membrana
externa, o que limita o acesso dos agentes antimicrobianos aos seus alvos nas células
bacterianas.

Os resultados da atividade antifangica foram mais promissores que da atividade
antibacteriana, com graus variaveis de resisténcia e sensibilidade das espécies de Candida
apos o tratamento com as diferentes amostras.

M. bella teve um melhor potencial que B. holophylla frente a todas cepas testadas,
sendo C. glabrata a espécie mais sensivel a atividade inibitoria de ambos extratos livres.

Quando incorporada, as formulagcbes com M. bella apresentaram resultados
semelhantes ao do extrato livre. A acdo antifungica do extrato foi potencializada somente
apos a incorporacdo em SLN1 frente a C. glabrata e em SLN2 contra C. tropicalis.

Com relacdo a incorporacdo de B. holophylla, os SLNs ndo proporcionaram
melhora da atividade do extrato livre, além disso inibiram o potencial do extrato frente a
C. parapsilosis e C. albicans.

A literatura ndo apresenta um consenso sobre avaliagcdo de antimicrobianos em
relacdo as CIMs. Aligiannis et al. (2001) consideram valores de CIM iguais ou inferiores
a 500 pg/ mL como inibidores potentes, CIMs entre 600 pg/ mL e 1500 pg/ mL inibidores
moderados e CIMs acima de 1600 pg/ mL como inibidores fracos. No entanto, Webster
et al. (2008) estabeleceram valores de CIM iguais ou inferiores a 1000 pg/ mL como
satisfatorios. Para este estudo, baseado na CLSI (2012), valores de CIM abaixo de 100
pg/ mL foram considerados como indicando boa atividade antimicrobiana; de 500 a 100
png/ mL moderada e de 1000 a 500 ug/ mL fraca atividade. Sendo assim, o extrato de B.
holophylla apresentou moderada atividade antibacteriana contra S. aureus, enquanto M.
bella foi classificada com um fraco potencial de inibi¢do. Frente as cepas de Candida,
ambos apresentaram potentes efeitos inibitorios, exceto o extrato de B. holophylla frente

a C. parapsilosis e C. albicans com moderado potencial antifingico.
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Considerando a importancia medicinal dos microrganismos testados, os resultados
deste estudo s&o considerados muito promissores na perspectiva da descoberta de novas
drogas a partir de fontes vegetais.

Alguns extratos de Myrtaceae e Fabaceae ja foram analisados como agentes
antimicrobianos, devido principalmente sua constituicdo quimica rica em compostos
fenolicos (SANTOS et al., 2018). No entanto, apesar do uso popular de M. bella e B.
holophylla, ndo ha dados sobre o efeito antimicrobiano. Assim, o interesse destas plantas
é justificavel por causa do seu potencial valor medicinal. Alguns fendlicos encontrados
em plantas podem ser utilizados em terapias alternativas contra infecgOes
convencionalmente resistentes ou como novos agentes antissépticos (SANTOS et al.,
2018).

Sobre espécies de Myrtaceae, os estudos tém se concentrado nos 6leos essenciais
das folhas, flores, caule e frutos, por terem sesquiterpenos e monoterpenos como
compostos majoritarios na maioria deles (CERQUEIRA et al., 2007; CANDIDO et al.,
2010; CASCAES et al., 2015). Estes terpenos sdo descritos como capazes de permear
membranas celulares, devido a sua hidrofobicidade, o que causa a morte de
microrganismos, afetando suas vias metabolicas ou organelas. Por isso, esses 6leos
podem ter atividade antimicrobiana contra patégenos humanos Gram-positivos e Gram-
negativos (CASCAES et al., 2015; COWAN, 1999; JESUS et al., 2016; CARNEIRO et
al., 2017).

Cerqueira et al. (2007) descrevem que as propriedades antimicrobianas do 6leo de
M. myrtifolia devem estar associadas ao alto teor de monoterpenos de hidrocarbonetos,
especialmente ao seu componente majoritario, a-pinene. A atividade antimicrobiana deste
composto foi relacionada a sua capacidade de destruicdo da integridade celular, inibigcdo
da respiracdo e do processo de transporte de ions e aumento da permeabilidade da
membrana das células de levedura.

Recentemente, Da Silva Sa et al. (2017) demonstraram a auséncia ou fraca
atividade do extrato etanolico de M. tomentosa e suas fracbes contra a maioria das
bactérias testadas e a potente atividade contra leveduras do género Candida e do
complexo Cryptococcus neoformans; resultados que corroboram com o presente estudo.
Os autores mostraram que o flavonoide quercetina-3-O-a- arabinofuranose € o principal

responsavel por essa atividade bioldgica.
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Santos et al. (2018) testaram a atividade antimicrobiana, antioxidante e

antiproliferativa dos extratos de M. bella, M. fallax e M. guianensis. M. bella e M. fallax
apresentaram moderada atividade contra E. coli (300 e 250 pg/mL, respectivamente),
M. fallax fraca atividade contra Enterococcus hirae (900 pg/mL) e M. guianensis fraca
atividade contra Rodococcus equi (1000 pg/mL), estas duas Ultimas bactérias Gram-
positivas. Os autores também justificam a atividade encontrada devido a constituicdo
fendlica e aos taninos hidrolisaveis dos extratos.

Sobre o extrato de M. bella utilizado neste estudo, Saldanha et al. (2013) avaliaram
o perfil quantitativo e qualitativo do extrato EtOH 70% de folhas de M. bella. Fragmentos
diagnosticados no espectrometro de massas obtidos por FIA-ESI-IT-MS no modo
negativo em 285, 301 e 317 caracterizou agliconas como kaempferol, quercetina e
miricetina, respectivamente, além de glicosilados principalmente de quercetina e
miricetina. Os flavonoides heterosideos derivados da quercetina foram os compostos
majoritarios. O composto quercetina-3-0-o-L-arabinofuranosideo com 29,99 pg.mL foi
0 composto encontrado em maior concentracdo, seguido dos compostos quercetina- 3-O-
B-D-galactopiranosideo com 21,82 pg.mL™?, quercetina-O-B-D-rhamnopiranosideo com
15,81 ug.mL* e quercetina-3-O-p-D-xilofuranosideo com 14,06 pg.mL™.

Sabe-se que os flavonoides sdo sintetizados pelas plantas em resposta a infeccédo
microbiana, explicando assim a atividade in vitro dessas substancias contra uma ampla
gama de microrganismos. Sua atividade é provavelmente devida a sua capacidade de se
complexar com proteinas extracelulares e sollveis, e os flavonoides lipofilicos também
podem romper a membrana microbiana (CARNEIRO et al., 2017).

A respeito das espécies do género Bauhinia, Ahmed et al. (2012) avaliaram dentre
outras atividades, o potencial antimicrobiano de fragOes e extratos de B. bowkeri,

B. galpinii, B. petersiana e B. variegata. Os ensaios mostraram que extratos brutos ricos
em polifenois e fragdes demonstraram varios graus de inibigéo do crescimento. Os autores
relatam a correlacéo, embora ndo exclusiva, da atividade observada com a configuragéo
estrutural, grupos funcionais e possiveis efeitos sinérgicos entre 0s compostos
polifendlicos. Membros desta classe de compostos sdo conhecidos por possuirem
propriedades bacteriostaticas ou bactericidas contra a maioria dos microrganismos,
dependendo da estrutura e concentracdao utilizadas. O mecanismo de sua atividade
antimicrobiana pode estar relacionado a sua capacidade de formar complexos com

proteinas e polissacarideos, inativando a capacidade de adesédo
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microbiana, enzimas e proteinas de transporte de envelope celular (TAGURI, TANAKA
e KOUNO, 2004).

Rashed e Butnariu (2014) mostraram que o extrato metanolico de B. racemosa foi
altamente ativo contra C. albicans, sugerindo sua possivel utilizacdo no tratamento de
infeccBes fungicas, além da atividade contra Bacillus subtilis e Klebsiella pneumoniae.

Correia et al. (2016) testaram a atividade anti-Candida de extratos de plantas do
cerrado brasileiro, dentre elas, B. rufa, que revelou atividade contra C. parapsilosis
(extrato aquoso) e C. glabrata (extrato aquoso e etanolico).

Sobre a analise fitoquimica previamente realizada durante a execusdo do projeto
Biota-Fapesp com o extrato de folhas de B. holophylla, foi possivel identificar quercetina-
3-0-a-L-rhamnosideo, quercetina-3-O-a-L-arabinosideo, isorhamnetina, quercetina na
forma aglicona, miricetina-3-O-a-L-rhamnopiranosideo, quercetina-3-O-  B-D-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, quercetina-3-0-a-L-arabinofuranosideo, luteolina e
lithoespermosideo (dados ndo publicados). Mas, de acordo com a literatura, 0 género
Bauhinia é caracterizado pelo acimulo de flavonoides livres e heterosideos de
flavonoides, assim como outras classes de compostos organicos de interesse medicinal,
incluindo terpenoides, esteroides, taninos e quinonas (SILVA e CECHINEL FILHO,
2002). Assim, a atividade antimicrobiana observada no presente estudo pode ser devido
a interacdo entre compostos bioativos no extrato.

O fato dos SLNs desenvolvidos no presente estudo ndo potencializarem o efeito
antimicrobiano dos extratos pode estar relacionado com a propriedade reservatoria das
microemulsdes, onde a fase interna constitui um microambiente dimensionalmente
restrito, com propriedades particulares, podendo ligar ou associar moléculas com
diferentes polaridades (OLIVEIRA et al., 2004).

No ensaio utilizando membranas de dialise, os resultados mostraram que a
incorporagdo em SLN1 e SLN2 interfere significativamente no processo de liberacédo in
vitro, produzindo inibicdo significativa da velocidade de liberagdo comparado aos
extratos livres, 0 que sugere a retencdo dos extratos nos SLNs. O estudo mostrou que o
extrato de M. bella obteve uma liberacdo de aproximadamente 50% em 48 horas,
enquanto que de B. holophylla foi cerca de 70%. Porém, as formulagdes ndo foram

capazes de liberar os constituintes dos extratos através da membrana com a mesma
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eficiéncia, ficando provavelmente retidos nas formas farmacéuticas. A interacao dos
extratos com os componentes dos sistemas foi observada nos resultados de FTIR.

Além do interesse na eficacia do extrato de plantas medicinais contra varias
doencas, a seguranca também é um fator importante na medicina tradicional. H& uma
suposicdo crescente de que os produtos naturais sdo seguros. No entanto, estudos
cientificos provaram que varios fitoquimicos podem ser citotoxicos, genotoxicos e
carcinogénicos quando consumidos excessivamente. A toxicidade € geralmente
encontrada devido ao uso irracional, causando acimulo de constituintes potencialmente
toxicos ou interacBes entre medicamentos a base de plantas e terapias convencionais
(CAPARROZ-ASSEF et al., 2005; AHMED et al., 2012).

Em estudos anteriores, o extrato de M. bella utilizado neste estudo foi mutagénico
nas linhagens TA98 e TA100, induzindo mutagdes do tipo substituicdo de pares de bases
(TAL00) e, auma taxa muito mais elevada, muta¢6es do tipo frameshift (TA98), enquanto
que de B. holophylla teve sua mutagenicidade evidenciada na linhagem TA98 (dados nao
publicados; tabelas apresentadas no anexo Il). Estes resultados motivaram o presente
estudo a fim de utilizar as microemulsdes como uma estratégica de aumentar o indice
terapéutico com a consequente reducdo dos efeitos indesejaveis diante das diversas
atividades bioldgicas/ farmacolégicas que esses extratos possam ter.

Com relacdo a mutagenicidade avaliada pelo teste de Ames, a incorporacao inibiu
em parte a mutagenicidade apresentada pelos extratos livres; o numero de revertentes nao
diferiu estatisticamente da taxa espontanea de reversdo de cada linhagem de Salmonella
(controle espontaneo), exceto o extrato de B. holophylla incorporado em SLN2 nos
experimentos apos ativagao metabolica na linhagem TA98 que mostrou-se mutagénico, e
os indicios de mutagenicidade observados na linhagem TA100 (com S9) e TA102 (sem
S9) nos experimentos com M. bella em SLN2 e na linhagem TA100 (com S9) de B.
holophylla incorporada em SLN2. Tais resultados também podem estar relacionados com
o perfil reservatério dos SLNSs, que se torna mais evidente quando analisado os resultados
do tensoativo avaliado isoladamente. O tensoativo foi mutagénico nas linhagens TA100
(com e sem S9) e TA102 (sem S9), e tdxico nas linhagens TA98 (com e sem S9) e TA102

(com S9). No entanto, quando nos SLNs, ndo induziu qualquer efeito mutagénico.
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A respeito da citotoxicidade, as bases dos sistemas por si s6 foram citotoxicas,
SLN1 mais que SLNZ2, por isso 0s extratos incorporados tiveram um potencial citotoxico
evidentemente maior que os extratos livres. Esses resultados foram justificados pela
citotoxicidade observada do tensoativo quando testado isoladamente, mostrando que o
efeito citotdxico dos extratos incorporados teve interferéncia dos componentes dos SLNSs.

Os resultados mostraram que, a principio, ndo ha seletividade, pois as amostras
foram citotdxicas na linhagem normal e nas tumorais. O comportamento diferencial das
linhagens celulares pode ser devido a diferentes caracteristicas moleculares dessas
células. No entanto, independente disso, esses resultados despertam o interesse para
outras investigacGes com relagdo ao uso dessas formulagGes como possiveis antitumorais.

Sobre 0s extratos vegetais utilizados neste estudo, Vareda et al. (2014) mostraram
que a relacao entre o peso renal e o peso corporal de camundongos aumentou 12,1% com
a administracdo de altas doses do extrato de M. bella (2000 mg/ kg p.c.), indicando um
possivel grau de toxicidade do extrato quando em excesso. Serpeloni et al. (2015)
demonstraram que a frequéncia de brotos nucleares em células tumorais induzida por M.
bella foi quase cinco vezes maior que o grupo controle negativo, sugerindo que o extrato
possui atividade mutagénica baseada neste pardmetro. A atividade mutagénica foi
relacionada ao efeito oxidante do extrato nas células tumorais.

Ribeiro et al. (2017) mostraram gque em concentracdes superiores a 7,5 pug/ mL
(entre 10 e 50 pg/ mL), o extrato de B. holophylla foi citotoxico, induziu apoptose e
causou efeitos antiproliferativos em células HepG2.

Frente aos resultados observados, o presente estudo fornece suporte as
propriedades antimicrobianas dos extratos de M. bella e B. holophylla, contribuindo na
busca de novos produtos naturais com atividades bioldgicas e sugerindo cautela do uso
para fins medicinais. Além disso, a identificacdo definitiva dos mecanismos de acédo é a
chave para o desenvolvimento farmacologico, permitindo a antecipacdo de problemas
relacionados com a seguranga clinica e resisténcia a droga (CUSHNIE e LAMB, 2011).
Sendo assim, mais estudos toxicoldgicos e farmacol6gicos devem ser realizados para

complementar os resultados deste trabalho.
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6. CONCLUSOES

O estudo sobre o potencial antimicrobiano e toxicogenético dos extratos
EtOH70% de folhas de M. bella e B. holophylla incorporados e ndo incorporados em

microemulsdes, levou as seguintes conclusoes:

- As formulagdes constituidas com 10% de fase oleosa (OSU e colesterol - SLN1,
apenas colesterol — SLN2), 10% de tensoativo (polioxietileno 20 cetil éter (Brij®
58) + fosfatidilcolina de soja) e 80% de fase aquosa (PBS) contém caracteristicas que

sugerem microemulsGes 6leo em agua;

- O OSU colabora em alterar a viscosidade do sistema, deixando-o mais aquoso e

transparente;

- O didmetro hidrodindmico médio de todas as amostras testadas esta dentro da
faixa de 10-250 nm (100-2500 A), intervalo ideal para SLN do tipo microemuls&o, além
disso, os valores de IPD indicam que as amostras s&o homogéneas e PZ com valores
negativos provavelmente estd relacionado com as cargas negativas provenientes dos

componentes das formulacdes;

- Os resultados de FTIR sugerem a possibilidade de interagdo dos componentes

dos extratos com 0s sistemas;

- Os extratos ndo incorporados foram mais eficazes que os incorporados contra
E. coli e S. aureus; o extrato puro de B. holophylla foi 0 mais ativo, sendo a cepa de S.

aureus mais sensivel;

- Com relacdo a atividade antifungica, os resultados foram mais promissores que
da atividade antibacteriana; os extratos apresentaram efeito frente a todas as cepas
testadas, sendo que M. bella teve melhor atividade que B. holophylla e C. glabrata a

espécie mais sensivel a atividade inibitoria de ambos extratos livres;
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- As formulagdes apresentaram resultados semelhantes aos dos extratos livres,
exceto que a acdo antifungica de M. bella foi potencializada quando incorporada em
SLN1 frente a C. glabrata e em SLN2 contra C. tropicalis e inibida frente a C.

parapsilosis e C. albicans quando B. holophylla foi incorporada em ambos sistemas;

- Os extratos incorporados foram mais citotoxicos que os livres frente as
linhagens celulares testadas, provavelmente devido a citotoxicidade dos componentes das

bases dos sistemas, como observado nos resultados com o tensoativo;

- A incorporagédo inibiu em parte a mutagenicidade apresentada pelos extratos
livres, exceto o extrato de B. holophylla em SLN2 (TA98 com S9).

- Os resultados do ensaio de liberagdo in vitro mostraram que a incorporagao em
SLN1 e SLN2 interfere significativamente no processo de liberacdo dos extratos,
sugerindo a retencdo dos extratos nos SLNs. O perfil reservatdrio dos SLNs justifica, em

parte, os resultados da avaliacao do potencial antimicrobiano e mutagénico deste trabalho.
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ANexos

Podem tirar o seu chdo, mas demosntre que tem forcas

suficiente de criar asas e voar. (Gabriel Marena)
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ANEXO |

Atividade antimicrobiana

Agar Miller Hilton (AMH): Difco-225250, 500g

38 g de &gar foi adicionado em 1L de &gua purificada e aquecido em microondas até a

solubilizacéo total do meio. Em seguida, foi autoclavado e plaqueado.

Caldo Miller Hilton (CMH): Difco-275730, 500g

21 g do caldo foi adicionado em 1L de &gua purificada e aquecido em microondas até a
solubilizacéo total do caldo. O caldo foi autoclavado em tubos de 3 mL, 5 mL, 10 mL e

50 mL (a meia rosca) e mantidos em temperatura de geladeira até o dia do uso.

Agar sabouraud (AS): Difco 210950, 500g

659 do agar foi adicionado em 1L de agua purificada e aquecido em microondas até a

solubilizacdo total do 4gar. Em seguida, foi autoclavado e plaqueado.

Caldo sabouraud (CS): Difco-238230, 5009

30 g do caldo foi adicionado em 1L de agua purificada e aquecido em microondas até a
solubilizacéo total. O caldo foi autoclavado em tubos de 3 mL, 5 mL, 10 mL e 50 mL (&

meia rosca) e mantidos em temperatura de geladeira até o dia do uso.

Meio RPMI 1640

B ==V | pU—————— e 10,49
- Tampao MOPS -------mmmmmmm oo 35,44
= GliC0O88--~mm=rmm=mmmmmmm e 19,09

- Agua MilliQ----=---=n=nmmmmmemm oo -------- 1000 mL
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Apos a pesagem, o meio foi dissolvido em 900 mL de agua MilliQ, acrescentando o
MOPS (concentracédo final 0,165mol/L) e agitando até dissolver. O pH foi ajustado para
7,0-7,2 em temperatura ambiente, utilizando hidroxido de sodio 1 mol/L e depois
acrescentou-se agua até o volume de 1L. Por fim, o meio foi esterilizado em filtracdo com

membrana e armazenado em geladeira até o uso.

Ensaios de mutagenicidade

Caldo nutriente:
0,75g de Meio Oxoid foi adicionado e solubilizado em 30 mL de agua destilada.
Autoclavar em 121°C por 15 minutos. Manter em temperatura de geladeira até o dia de

uso.

Top &gar:
1,2 g de Agar e 1,0 g de NaCl foram adicionados e solubilizados em 200 mL de agua
destilada. Autoclavar em 121°C por 15 minutos. Manter em temperatura de geladeira

até o dia de uso.

Solugéo de Histidina/Biotina (0,5 mM):
0,00247 g de Biotina e 0,00192 g de Histidina foram adicionados e solubilizados em 20
mL de agua destilada. Autoclavar em 121°C por 15 minutos. Manter em temperatura de

geladeira até o dia de uso.

Agar minimo glicosado (AGM):

7,59 de Agar foi adicionado e solubilizado em 465 mL de &gua destilada. Autoclavar em
121°C por 15 minutos. Ap0s a autoclavagem, adicionar 25 mL de glicose (40 ou 8%) e
10 mL de VB. Por fim, plaquear o meio e guardar as placas em estufa a 37°C por 48 h.

Ap0s incubacdo, manter as placas guardadas em geladeiras até o dia de uso.

VB (Vogel Bonner E):
0,75 g de Sulfato de magnésio, 7,5 g de Acido citrico, 37,5 g de Fosfato de potassio

dibasico, 13,13 g de Fosfato de sddio e amdnio foram adicionados e solubilizados
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sequencialmente em 50,25 mL de agua destilada (45°C). Autoclavar em 121°C por 15

minutos

Tampéo fosfato (0,2 M):
Solucgéo estoque A:

2,849 (NAZHPOA)......cceieiieciee e 100mL (agua destilada)
Solucdo estoque B:
2,769 (NaH2POA)......ccocoeiecieireeceee e 100mL agua destilada)

Solucdo de uso: Misturar 30 mL da solucdo A e 7mL da solucéo B. Ajustar o pH (7,4).
Autoclavar em 121°C por 15 minutos

Solucdo de MgCl (0,4 M):
MQCI2.6H20.......ccooiiiiiiieeicee e, 8,139
H20 destilada...........cccocovvvieveieiiecr e 100mL

Autoclavar em 121°C por 15 minutos

- Solucéo de KCI (1,65M):

Autoclavar em 121°C por 15 minutos

Solucéo de glicose 6-fosfato (G-6-P) 1M:
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ANEXO 11

Tabela I- Atividade mutagéncia expressa pela média e desvio-padrdo do nimero de revertentes/ placa e o indice de mutagenicidade (IM - valor
entre parénteses) nas linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S. typhimurium apds o tratamento com extrato EtOH 70% das folhas de Bauhinia
holophylla, em diferentes concentracdes, com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabdlica

Tratamentos Numero de revertentes (M + DP)/ placa e IM
TA 98 TA 100 TA 102
mg/placa - S9 +S9 - S9 +S9 - S9 +S9
0,0? 16+1 232 146 + 10 122 +13 262 £ 63 243+31
0,62 28+x5* (1,7) 40 £8*(1,7) 169 +6 (1,2) 165 + 16 (1,3) 303+£41(1,2) 319+ 14 (1,3)
1,25 37 £ 4**(2,3) 45 £ 9* (1,9) 166 + 13 (1,1) 176 + 14 (1,4) 297 £37(1,1) 321+£64(1,3)
2,50 61 + 5** (3,8) 58 + 2** (2,5) 190 + 26 (1,3) 157 +29(1,3) 284 £ 64 (1,1) 331436 (1,4)
3,75 93 + 9** (5,8) 64 + 6** (2,8) 197 + 36 (1,3) 179 + 26 (1,5) 226 £30(0,9) 329 +£51(1,4)
5,00 94 + 15** (5,9) 84 £ 2** (3,7) 205+ 16 (1,4) 160 + 27 (1,3) 239 £ 68 (0,9) 269 +23(1,1)
C+ 1105 + 123° 1206 + 97¢ 1412 + 74¢ 1428 + 105¢ 2056 + 197¢ 1885 + 156f

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M + DP = média e desvio padro; *Controle negativo: DMSO, dimetilsulfoxido: 100 uL/placa; Controle positivo (C+): P4-nitro-
o-fenilenodiamino (10,0 pg/ placa — TA98); Azida Sodica (1,25 pg/placa — TA100); “Mitomicina C (0,5 pg/ placa — TA102), em auséncia de S9 e ®2-aminoantraceno (1,25 g/
placa — TA98, TA100); f2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.
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Tabela Il - Atividade mutagéncia expressa pela média e desvio-padrdo do numero de revertentes/ placa e o indice de mutagenicidade (IM - valor

entre parénteses) nas linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S. typhimurium apos o tratamento com extrato EtOH 70% de folhas de Myrcia

bella, em diferentes concentra¢Ges, com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabdlica

Tratamentos NUmero de revertentes (M + DP)/ placa e IM
TA 98 TA 100 TA 102
mg/placa -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

0,02 23+2 22+3 124+ 10 100+ 7 721 +39 500 + 58

0,62 58 + 10** (2,5) 88+7*%(3,9)  147+13(1,2) 183 + 25* (1,8) 633 + 40 (0,9) 591 + 77 (1,2)
1,25 95 + 24%** (4,2) 123+13**(55) 166+ 11 (1,3) 211+22**(2,1) 585+ 64 (0,8) 621 + 26 (1,2)
2,50 154 + 21** (6,8) 148+ 25** (6,6) 162 +6 (1,3) 228 +20**(2,3) 691+ 38 (1,0) 592 + 55 (1,2)
3,75 163 + 17** (7,2) 155+ 17**(7,0)  132+8(1,1) 245+ 24** (25) 540+ 39(0,7) 600 + 45 (1,2)
5,00 176 + 25** (7,8) 160 + 14** (7,2) 91+12(0,7) 210+ 14**(2,1)  529+16(0,7) 524 + 63 (1,0)
C+ 1347 + 880 1567 £ 115¢ 1682 + 98¢ 1956 + 78¢ 2656 + 609 2932 + 97"

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M + DP = média e desvio padro; *Controle negativo: DMSO, dimetilsulféxido: 100 uL/placa; Controle positivo (C+): P4-nitro-
o-fenilenodiamino (10,0 pg/ placa — TA98); Azida Sodica (1,25 pg/placa — TA100); “Mitomicina C (0,5 pg/ placa — TA102), em auséncia de S9 e ®2-aminoantraceno (1,25 pg/
placa — TA98, TA100); f2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.



