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Resumo

Lipossomas sdo vesiculas concéntricas formadas por fosfolipideos e sdo utilizados em vérios
setores da industria, seja farmacéutica, alimenticia e até agricola. Geralmente veiculam
compostos isolados. O presente estudo foi conduzido visando extrair fosfolipideos de materiais
botanicos in natura e formular lipossomas para transporte de extratos da mesma origem
botanica a fim de conferir atividades antimicrobianas, antioxidante e que ndo causem efeitos
adversos em células eucarioticas para futura aplicacéo topica. A partir de metodologia adaptada
de tecnologia, com patente depositada previamente, foi possivel extrair fosfolipideos das folhas
e caules de 20 espécies vegetais, e constatar que pelo menos 17 delas possibilitavam formular
lipossomas sendo seus contetdos agua (Lipossoma vazio - LpV) ou extrato (Lipossoma cheio
- LpC). Uma vantagem percebida no presente método é a ndo necessidade de extrusdo por
membrana ou outras técnicas de uniformizacdo, tornando a producdo de lipossomas mais
acessivel. Em LpV foram confirmados por espectroscopia Raman picos correspondentes a
formacéo de lipossomas, também confirmada pela presenca de fosfolipideos nas nanoestruturas
por termogravimetria. Essas nanoformulacbes foram testadas frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sendo que apenas 4 delas apresentaram atividade frente a S. aureus. E
desses 4 lipossomas veiculando extratos etanolicos/aquosos (LpC.sec.et), apenas 2, 0s que
carreavam extrato de alfazema e orégano na concentracdo de 250 mg/mL revelaram potencial
antimicrobiano e antioxidante, preservando a viabilidade das células eucariéticas. Em ensaio
com levedura Saccharomyces cerevisiae, 0s LpC.sec.et de alfazema e orégano demonstraram
atividade fungistatica no microrganismo, enquanto os extratos livres ndo demonstraram esse
efeito, sendo que apenas LpC.sec.et de orégano demonstrou atividade fungicida. Dos
LpC.sec.et, as taxas de encapsulamento encontradas foram de 56,33% e 91,70% para as
espécies alfazema e orégano, respectivamente. Por microscopia de forca atdmica foi possivel
comprovar a presenca de estruturas concéntricas compativeis com a formacdo de lipossomas.
Para conferir uma maior estabilidade e entrega sustentada dos lipossomas e seu contetdo foi
formulado um hidrogel com 3% de agarose e 2,5% de carboximetilcelulose. Esse hidrogel
apresentou uma taxa de intumescimento adequada para aplicacOes terapéuticas, como aquelas
esperadas para aplicacOes topicas. A formulacéo de lipossomas incorporados em hidrogel ainda
apresentou acgdo sobre S. aureus. Em teste de liberacdo em membrana de didlise, foi possivel
observar que o tempo necessario para o hidrogel liberar 90% do conteudo lipossomal foi de 35
h, permanecendo a maior parte do tempo apresentando liberagdo sustentada a taxas
relativamente constantes. Com base nos resultados obtidos foi possivel a formulacdo de
lipossomas 100% de origem vegetal com atividade antimicrobiana (bactéria Gram-positiva e
levedura), atividade antioxidante e sem toxicidade para células eucaridticas.

Palavras-chave: nanoformulacdo, metabdlitos secundarios, bioatividades, viabilidade celular.



Abstract

Liposomes are concentric vesicles formed by phospholipids, and find applications in various
industries, including pharmaceuticals, food, and agriculture, often serving as carriers for
isolated compounds. This study aimed to extract phospholipids from fresh botanical materials
and formulate liposomes for transporting extracts of the same botanical origin to confer
antimicrobial and antioxidant activities without adverse effects on eukaryotic cells for future
topical applications. Using a previously patented adapted technology, phospholipids were
successfully extracted from the leaves and stems of 20 plant species, with at least 17 of them
allowing for liposome formulation, either containing water (Empty Liposome - LpV) or extract
(Loaded Liposome - LpC). An advantage of this method is the absence of membrane extrusion
or other uniformization techniques, making liposome production more accessible. Raman
spectroscopy confirmed liposome formation in LpV, further substantiated by the presence of
phospholipids in nanostructures via thermogravimetry. These nanoformulations were tested
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus, with only four of them showing activity
against S. aureus. Among these, liposomes carrying lavender and oregano extracts at a
concentration of 250 mg/mL demonstrated antimicrobial and antioxidant potential, preserving
eukaryotic cell viability. In yeast Saccharomyces cerevisiae assays, lavender and oregano LpC
exhibited fungistatic activity, whereas free extracts did not, and only oregano LpC displayed
fungicide activity. The encapsulation rates for lavender and oregano LpC were found to be
56.33% and 91.70%, respectively. Atomic force microscopy confirmed the presence of
concentric structures consistent with liposome formation. To enhance liposome stability and
sustained delivery, a hydrogel was formulated with 3% agarose and 2.5% carboxymethyl
cellulose. This hydrogel exhibited suitable swelling behavior for therapeutic applications,
particularly topical ones, and showed activity against S. aureus. Dialysis membrane release
testing revealed that the hydrogel required 35 hours to release 90% of the liposomal content,
maintaining sustained release at relatively constant rates for most of the time. Based on these
results, it was possible to formulate liposomes of 100% plant origin with antimicrobial activity
(against Gram-positive bacteria and yeast), antioxidant activity, and no toxicity to eukaryotic
cells.

Keywords: nanoformulation, secondary metabolites, bioactivities, cell viability.
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Apresentacédo da Tese

A presente Tese intitulada “Desenvolvimento de lipossomas vegetais com mdltiplas
funces bioldgicas aprisionados em hidrogéis” esta dividida em cinco capitulos.

O Capitulo I compreende a secdo introdutoria, que abrange referencial tedrico e 0s
objetivos da pesquisa, bem como detalha a metodologia empregada nos capitulos subsequentes.
O referencial tedrico contextualiza pesquisas em torno de plantas medicinais, nanomateriais e
nanossistemas (com foco especial nos lipossomas), atividades biologicas e hidrogéis. Além
disso, esse capitulo apresenta um fluxograma com delineamento experimental de toda tese.

O Capitulo Il concentra-se em avaliar a possibilidade de extracdo de fosfolipideos e
formular lipossomas 100% de origem vegetais, resultado ainda inédito na literatura.

O Capitulo 11l se dedica a obtencdo de extratos com atividades antibacteriana e
antioxidante e a formulacéo de lipossomas correspondentes.

O Capitulo IV se concentra na caracterizacao bioldgica e fisicoquimica dos lipossomas
mais promissores desenvolvidos no Capitulo I11.

Por fim, o Capitulo V enfoca em formular um hidrogel contendo lipossomas
previamente caracterizados, com o objetivo de melhorar a estabilidade e liberacdo dos ativos
dos lipossomas.

Cabe ressaltar que parte do conteido do Capitulos IV esta incluida em um artigo
publicado em setembro de 2023 no periddico Biosensors, conforme a seguinte referéncia:

“Pereira, T.M., Bonatto, C.C., Silva, L.P. Rapid and Versatile Biosensing of Liposome
Encapsulation Efficiency Using Electrical Conductivity Sensor. Biosensors. v. 13, n. 9, ID do
artigo 878. 2023. https://doi.org/10.3390/bios13090878”

Adicionalmente, outros dois manuscritos contendo os resultados da Tese apresentados
nos Capitulos Il e Ill, foram organizados e submetidos a revisdo por pares de periddico

internacional, encontrando-se em fase de avaliacéo.



CAPITULO I

UM TEMPO A MAIS PARA REFLEXAO E REVISAO

RXE

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1.1 — Resumo grafico do Capitulo I, indicando que o periodo da pandemia (mar¢o/2020 a
mar¢o/2022) foi um intervalo integral para revisdo de literatura e alteracdo de protocolos devido ao
menor tempo de atuacdo em laboratorio.

Fonte: da autora.



1. INTRODUCAO
1.1.  Plantas medicinais

Por milhares de anos, os seres humanos utilizam as plantas ndo apenas como fonte de
alimentos e aromatizantes, mas tambeém como medicinais (Marmitt, D., Shahrajabian, M.H.
2021; Shahrajabian, M.H., Sol, W., Cheng, Q. 2019). Comunidades locais ja conhecem as
utilizacdes medicinais de certas plantas ha milhares de anos. Mesmo sem estudos cientificos, o
conhecimento tradicional, passado de geracdo em geracdo, ja tratava enfermidades com o uso
de plantas medicinais (Schippmann, U., Leaman, D.J., Cunningham, A. 2002; Lambert, J.;
Srivastava, J.; Vietmeyer, N. 1997). Essas comunidades ndo sabem apenas quais plantas tém
seus potenciais terapéuticos, mas sabem também qual parte da planta € melhor de se utilizar,
sejam sementes, folhas, flores, frutos, caules ou raizes (Barragan-Zarate, G.S. et al., 2022). De
modo geral, todas as partes das plantas sdo passiveis de serem utilizadas com alguma acéo
farmacoldgica (Shahrajabian, M.H., Sol, W., Cheng, Q. 2020).

O processo de extracdo é uma etapa crucial para o estudo e a potencial acdo de produtos
naturais oriundos de plantas (Azwanida, N.N. 2015). As plantas produzem tanto principios
ativos hidrofilicos quanto lipofilicos, sendo que para o primeiro grupo a obtencdo é facilitada
com extracdo em agua e o segundo é possivel obter com extracdo em solventes organicos. A
selecdo do solvente pode tanto facilitar quanto dificultar o processo de extracao, influenciando
consequentemente no seu rendimento final. Além disso, a temperatura é outro fator que também
pode estar interligado a maior solubilidade dos compostos desejados, ja que a energia cinética
das moléculas aumenta com a temperatura, e consequentemente, aumenta a solubilidade do
ativo (Abubakar, A.R., Haque, M. 2020). Entdo, a associacdo de técnicas farmacéuticas de alto
desempenho aos conhecimentos tradicionais de plantas auxiliam na extracéo e entrega desses
produtos naturais (Abubakar, A.R., Haque, M. 2020), e assim surgiu a farmacologia.

A farmacognosia, um ramo da farmacologia, é considerada uma abordagem para extrair,
identificar compostos ativos e definir seus alvos terapéuticos, trazendo um novo conceito de
tratamento para a sociedade (Hao, D.C., Xiao, P.G. 2014; Mao, Y. et al., 2017; Yu, G. et al.,
2017). Atualmente, centenas de plantas medicinais séo utilizadas para o tratamento de doencas
e cuja eficacia é cientificamente comprovada (Organizacdo Mundial da Saude, 2009). Essas
plantas tém desempenhado um papel na medicina devido a coexisténcia de bioativos que podem
ser empregados no tratamento dos mais diversos disturbios, e jA compreendem grande parte dos

agentes farmacéuticos utilizados no tratamento de doencas (Pal, S.K., Shukla, Y. 2003). Enté&o,
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o termo planta medicinal refere-se a uma planta composta por ingredientes ativos que
apresentam atividade bioldgica de interesse (Doughari, J.H. 2012). Uma planta inteira ou parte
dela pode ter esses potenciais medicinais (Rungsung, W. et al., 2015; Sofowora, A. 1980).

Atualmente diversos paises tém programas nacionais relacionados a fitoterapicos, como
o0 Brasil que tem o Programa Nacional de Plantas medicinais e Fitoterapicos como a Relagédo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde (RENISUS) que
incentiva a pesquisa com 71 plantas medicinais (Brasil, 2009). Uma grande parte das plantas
medicinais selecionadas pelo RENISUS apresenta potenciais antibacterianos, antifungicos e até
mesmo anti-inflamatoérios (Marmitt, D.J. et al., 2015).

Os ingredientes ativos das plantas, normalmente, advém do metabolismo secundario, ou
seja, ndo tém funcdo direta em processos essenciais como a fotossintese, respiracao, transporte
de solutos, assimilacdo de nutrientes ou sintese de proteinas, lipideos e carboidratos (Mera, I.F.,
Falconi, D.E.G., Cordova, V.M. 2019). Os metabolitos secundarios estdo normalmente
relacionados as funcdes adaptativas e de defesa das plantas (Bennett R.N., Wallsgrove, R.W.
1994). Esses metabolitos secundérios sdo classificados a partir de varios critérios, sendo o
principal deles segundo a via biossintética na qual o mesmo esta envolvido. Sendo assim, 0s
metabolitos secundarios sdo normalmente subdivididos em trés grandes classes: compostos
fendlicos, terpenos e alcaloides (Mera, I.F., Falconi, D.E.G., Cérdova, V.M. 2019).

Os compostos fendlicos perdem apenas para carboidratos em abundéncia nas plantas
superiores (Amessis-Ocuchemoukh, N. et al., 2014) e sdo conhecidos pela sua notavel atividade
antiviral (Sol, W., Shahrajabian, M.H., Cheng, Q. 2021), antibacteriana, antifungica (Karakas,
F.P.etal., 2017) e anti-inflamatdria (Sol, W., Shahrajabian, M.H., Lin, M. 2022). Algumas das
subclasses mais conhecidas dos compostos fendlicos séo: flavonoides, taninos e antraquinonas.
Flavonoides sdo 0 maior grupo de compostos fenolicos, o nome deriva do latim “flavus” que
significa amarelo, pois o primeiro conhecimento e uso dessa classe de metabdlitos foi como
pigmento natural. Taninos tém a capacidade de formar complexos com proteinas e podem
influenciar o sabor, a adstringéncia e as propriedades antioxidantes dos alimentos.
Antraquinonas séo encontradas em plantas e também em fungos, e sdo conhecidas por suas
propriedades de corante, bem como por suas atividades farmacoldgicas, como laxantes naturais
(Mera, I.F., Falconi, D.E.G., Cérdova, V.M. 2019).

Os terpenos ou isoterpenoides do ponto de vista quimico sdo lipideos. Muitas plantas
apresentam terpenos em suas flores e frutos como mistura de compostos volateis com odores
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para atrair polinizadores ou dispersores (Trapp, S., Croteao, R. 2001). Suas subclassificaces
sdo dadas conforme o numero de unidades de isoprenos que contém, hemiprenos (1 unidade),
monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades), triterpenos
(6 unidades), tetraterpenos ou carotenoides (8 unidades) e politerpenos com > 9 unidades. Um
exemplo bastante conhecido sdo as saponinas as quais sdo classificadas como glicosideos de
triterpenoides ou esteroides.

Por fim, os alcaloides sdo compostos que séo produzidos ndo apenas por plantas, mas
também em fungos e bactérias. A concentracédo de alcaloides pode variar muito, até mesmo em
uma mesma planta (Azimova, S., Marat, Y. 2013). Os alcaloides apresentam notaveis
propriedades fisiologicas e toxicol6gicas que exercem acdo principalmente sobre o sistema
nervoso central, se tornando verdadeiras drogas psicotropicas e psicoativas, com dependéncia
fisica/psiquica e aumento da tolerancia ao seu uso (Kartsev, V.G. 2004). Suas subclassificacdes
incluem alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. As formulas estruturais dos
principais metabdlitos secundarios de plantas estdo apresentadas na Figura I.2.

Visto a vasta gama de metabolitos secundarios e suas atividades conhecidas, a
farmacologia ja estabeleceu a composicdo e as atividades bioldgicas de varios produtos
vegetais. A maioria dos constituintes biologicamente ativos dos extratos, como flavonoides,
taninos e terpenoides, sdo altamente sollveis em &dgua, mas apresentam baixa absorcéo na pele,
pois sdo incapazes de atravessar as membranas lipidicas, e tem massas moleculares altas,
resultando na perda de biodisponibilidade e eficacia desses ativos (Saraf, A.S. 2010; Mainardes,
R.M. et al., 2006). Algumas plantas medicinais e seus extratos aquosos como a Chamomilla ssp
podem ser utilizados como anti-inflamatorios tépicos para o tratamento de doencas de pele
(Bhaskaran, N. et al., 2010). Porém, a utilizacdo de plantas in natura ou de seus extratos muitas
vezes tem efeitos minimizados devido a dificuldade de entrega do principio ativo. De fato,
muitos principios ativos sdo insollveis no meio de aplicacdo, as concentracfes entregues sao
inferiores as concentracfes biologicamente ativas, ou ndo ultrapassam a camada lipofilica da
pele, necessitando de novas tecnologias para veiculacao e transporte, como aquelas baseadas
em nanossistemas, incluindo lipossomas (Hofland, H.E.J. et al., 1994).

O encapsulamento lipossomal de compostos naturais, além de melhorar a entrega e
biodisponibilidade, ainda reduz o contato do farmaco e a reatividade com o meio ambiente e
entdo os protege da fotodegradacéo e de outros tipos de degradacéo (Habib, M.J., Asker, A.F.
1991; Monfardini, C., Veronese, F.M. 1998). Por exemplo, a curcumina, conhecida por
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degradar rapidamente em solucGes tampdo a 37°C, € totalmente protegida por encapsulamento
em lipossomas na mesma temperatura (Chen et al., 2009; Wang et al., 1997). Lipossomas, com
suas afinidades anfipéticas, podem ultrapassar a barreira promovida pelo estrato corneo (pele),
e entregar o ativo nas camadas mais profundas da pele em concentragdes tipicamente maiores

do que o ativo livre e podem fazer a entrega sustentada de ativos (Cooley, M. et al., 2018).
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Figura 1.2 — Demonstracéo das formulas estruturais das principais classes de metabélitos secundarios
de plantas. Sendo A: compostos fendlicos Al) Flavonoides, A2) Taninos; B: Terpenos B1) Isopreno
(unidade basica formadora de terpenos), B2) Saponinas; C: Alcaloides, C1) Estricnhina, C2) Cafeina.
Fonte: da autora.

1.2. Lipossomas

Lipossomas (ou lipossomos) sdo vesiculas compostas basicamente por fosfolipideos,
com diametros variando tipicamente de 20 a 1000 nm (Kim, K.Y. 2007). Os lipossomas podem
ter alguns tipos de organizacgdes estruturais, sendo que as principais sdo: com uma bicamada
lipidica, denominadas vesiculas unilamelares; e aquelas com duas ou mais bicamadas lipidicas,
denominadas vesiculas multilamelares, conforme ilustrado na Figura 1.3. O primeiro tipo
favorece a veiculacao de principios ativos hidrofilicos e o segundo tipo a veiculacdo de ativos
lipofilicos (Papahadjopoulos, D., Watkins, J.C. 1967; Contri, R.V. et al., 2014). A caracteristica
de possibilitar o transporte de moléculas com uma diversidade de polaridades e fazer com que
0 ativo seja veiculado até locais em que a molécula livre ndo conseguiria atingir devido a

incompatibilidade de solubilidade e também o fato de possibilitar a entrega sustentada do
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principio ativo sdo algumas das principais vantagens da utilizacdo deste tipo de nanossistema
(Lai, R.C. etal., 2018).

a) e®eq
ok -_o,
0. 5 @

Figura 1.3 — Demonstracdo de lipossomas carreando ativos a) lipossomas unilamelares; b) lipossomas
multilamelares.
Fonte: da autora.

Quanto a origem, os fosfolipideos comumente empregados na formulagdo de
lipossomas séo classificados em dois grupos, sintéticos e naturais (Batista, C.M. et al., 2007).
Para a obtencdo de fosfolipideos sintéticos, como o difenil fosforazidato (DPPA), é necessario
realizar uma série de etapas até algumas necessitando da utilizacdo de benzeno e outros
solventes potencialmente toxicos (Ninomiya, K.T., Shioiri, T., Yamada, S. 1974). Mesmo que
alguns desses reagentes tenham sido substituidos recentemente por solventes sustentaveis, o
préprio DPPA € toxico, com potenciais mutagénicos e carcinogénicos (Wolff, O., Waldvogel,
S.R. 2003). Ja outros fosfolipideos como a fosfatidilcolina sdo mais seguros e mais utilizados,
e podem ser obtidos pela via sintética ou natural. De todo modo, em geral, a via sintética é mais
onerosa do que a obtencdo a partir de fontes naturais (Lai, R.C. et al., 2018).

Os fosfolipideos naturais utilizados para formulacéo de lipossomas podem ser obtidos
a partir de uma vasta gama de recursos biolégicos, incluindo gema de ovo (Vilamarim, R. Et
al., 2018); macrdfagos (Nguyen, V.L., 2018); eritrocitos (Silva, L.P., Bonatto, C.C., Joanitti,
G.A., 2016); membranas bacterianas (Tu, Y., 2003); ovas de salmdo (Tanaka, Y., Sakaki, 1.,
Ohkubo, T., 2004); miudos de peixes (Zhang, J., et al 2018); entre outros. Entretanto, muitas
das fontes utilizadas para essa extracao natural dos fosfolipideos e sintese de lipossomas sdo
em sua maioria provenientes de fontes animais ou microrganismos e para realizar a extracdo

necessita-se em muitos casos de autorizagdes por comités de ética (quando de animais vivos,
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diretamente da natureza, e ndo de matadouros), e mesmo com a retirada direta de 6rgaos de
animais obtidos em matadouros ou utilizacdo de microrganismos, esses materiais bioldgicos
sdo potenciais portadores de contaminantes e patdgenos (ex: virus) que envolvem risco a saide
humana.

Uma das possibilidades ainda pouco explorada para formulacGes a base de lipossomas
seria com o emprego de fosfolipideos extraidos por solventes de diversas fontes vegetais in
natura. Ja é reconhecida a extracao de fosfolipideos de 6leos de graos de soja (Montanari, L. et
al.,, 1997) e canola (Dunford, N.T., Temelli, F. 1995), entretanto deve-se proceder
primeiramente com a extracdo do Gleo e posteriormente a extracdo dos fosfolipideos. Porém,
ha auséncia de relatos na literatura de porcedimento extracdo por método facil para formulacées
de lipossomas a partir de 100% de material vegetal, ou seja, incluindo além dos fosfolipideos
neste caso também o principio ativo veiculado diretamente do material botanico. Assim, a
utilizacdo de materiais botanicos, além de facilitar em muitos casos a obtencao de fosfolipideos
devido a sua disponibilidade alta, pode oferecer materiais que ndo envolvam risco de eventual
presenca de agentes infecciosos a humanos, sem contar os beneficios adicionais que podem ser
alcancados se o encapsulamento for realizado com extratos vegetais de plantas medicinais
reconhecidas quanto a alguma atividade de interesse. De modo similar as células animais, a
composicdo da membrana plasmatica de células vegetais também é constituida, em sua quase
totalidade, por fosfolipideos, mas esses ainda ndo sao rotineiramente extraidos e utilizados para
a sintese de lipossomas.

Célula vegetais, conforme demonstrada na Figura 1.4, apresentam paredes celulares
rigidas e no seu interior, organelas com pigmentos, dentre eles a clorofila. Estas estruturas
constituem alguns dos desafios que fazem com que células vegetais ndo sejam comumente
utilizadas para obtencdo de matérias-primas para producdo de lipossomas. Porém, novas
abordagens para a extracdo de fosfolipideos de materiais de origem vegetal podem tornar
células vegetais entre algumas das fontes mais viaveis para a extracdo de fosfolipideos em larga
escala e com atributos desejaveis visto que podem oferecer ndo apenas constituintes de parede

dos lipossomas (fosfolipideos), mas também principios ativos a serem veiculados.
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Figura 1.4 — Representacdo esquematica de uma célula vegetal e suas principais organelas.
Fonte: da autora.

1.3. Atividades de plantas medicinais

As plantas tém sido utilizadas, ha milhares de anos como uma fonte de medicamentos
(Vashist, H., Jindal, A. 2012) e muitas delas ja foram cientificamente comprovadas quanto as
suas atividades bioldgicas. A Tabela 1.1 apresenta alguns exemplos de espécies, partes
utilizadas, classes de metabdlitos secundarios, principais compostos ja isolados e suas
atividades biologicas. Essas plantas sdo fonte de compostos quimicos com potencial para o

desenvolvimento de novos medicamentos para uma variedade de doencas.

1.3.1. Atividade antibacteriana

Hoje a resisténcia de microrganismos é uma séria preocupacao mundial (Prestinaci, F.,
Pezzotti, P., Pantosti, A. 2015). Apenas nos Estados Unidos, aproximadamente 23000 pessoas
morrem por ano acometidas por infeccBes por bactérias resistentes a antibiéticos (Enani, M.A.
2015). As plantas e seus ativos podem ser considerados como uma alternativa aos
medicamentos quimicos, visto que em geral tém menos efeitos adversos. Estima-se que 60%
dos compostos anticancer e 75% dos farmacos utilizados contra infec¢es advém de compostos
naturais (McChesney, J.D., Venkataraman, S.K., Henri, J.T. 2007). Existem varios mecanismos
ja descritos para 0 modo de acdo de metabolitos secundarios advindos de plantas, alguns deles
fazem a integralizagdo dos metabolitos secundarios mediante proteinas de canal, como
demonstrado na Figura 1.5, e ocasionam dano sobre a membrana celular bacteriana
(Nourbakhsh, F., et al., 2020). Ja foi descrito na literatura que carvacrol extraido de Origanum

majorana, apés adentrar a célula atua na bicamada lipidica de Bacillus cereus, Escherichia coli
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e outros microrganismos (Baranauskaité, J. et al., 2016). Também ha relato que o composto
timol de Thymus vulgaris causa dano a Staphylococcus aureus fazendo a destruicdo/remogéo
dos fosfolipideos (Chauhan A.K., Kang, S.C. 2014). Ou seja, 0s agentes antibacterianos, com
efeito, inibidor de crescimento (bacteriostatico) ou, com efeito, biocida (bactericida) devem

passar pelas vias de membrana para causar algum efeito prejudicinal as bacteérias.
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Figura 1.5 — Produtos naturais com atividades antibacterianas, com foco na potencializago de danos a
membrana celular fazendo que o extrato adentre na célula através de uma proteina de canal.
Fonte: da autora.

1.3.2. Atividade antifungica

As infeccdes fangicas também sdo complicacdes potencialmente fatais (Ascioglu, S. et
al., 2002). Como fator agravador, muitos medicamentos disponiveis tém efeitos colaterais
indesejaveis (Weitzman, I., Summerbell, R.C. 1995; White, T.C., Marr, K.A., Bowden, R.A,
1998). Portanto, a descoberta de extratos de plantas que apresentem, além da atividade
antibacteriana, atividade antifingica é essencial, principalmente quando se trata de aplicacdes
topicas, ja que durante infecces/inflamac6es de pele fungos oportunistas podem prolifierar. Ja
foi demonstrado que a baicaleina e wogonina, extraidas de raizes de Scutellaria baicalensis,
exibiram atividade antifangica pronunciadas. Naquele estudo, a baicaleina afetou a integridade
de membrana celular e causou o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos fungos e
0 tratamento com wogonina promoveu a diminui¢cdo no potencial de membrana mitocondrial
de Trichophyton mentagrophytes (Da, X. et al., 2019). Existem pelo menos 6 mecanismos de

acdo citados na literatura para o efeito antifingico de metabdlitos secundérios de plantas. Os
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terpenos sdo citados por atuar pela ruptura de membrana e também destruicdo de mitocondrias
fangicas (Walker, G., White, N. 2012; Tian, J. et al., 2012). Os compostos fenolicos estdo
interligados com a mesma atividade dos terpenos, além da acdo na parede celular (Tian, J. et
al., 2012; Wu, X.Z. et al., 2008). Por fim, os alcaloides estdo correlacionados com a atua¢do em
parede celular e ruptura de membrana plasmatica (Bagiu, R.V., Vlaicu, B., Butnariu, M. 2012).
Ou seja, quando se trata de atividade antifungica de plantas medicinais ha inimeros

mecanismos de agéo.

1.3.3. Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo importantes substancias inibitorias contra a deterioracdo oxidativa
por espécies reativas de células e os mesmos tém um papel importante na preven¢do de uma
série de doencas. As espécies reativas sao moléculas ou ions que apresentam alta reatividade
quimica devido a presenca de elétrons desemparelhados em suas estruturas eletronicas. As
espécies reativas acabam participando de reagdes quimicas a fim de estabilizar-se por meio da
doagdo ou recepcao de elétrons (Juan, C.A. et al., 2021). Exemplos de moléculas reativas sao:
i) radicais livres, que sdo moléculas que contém um elétron ndo emparelhado em sua camada
externa, ii) espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo conhecidas por causarem estresse
oxidativo e danos celulares, iii) espécies reativas de nitrogénio, que desempenham papéis
importantes na sinalizacdo celular e na resposta imunoldgica, mas também podem causar danos
quando produzidos em excesso (Kohno, M. 2010).

Quando os antioxidantes sdo relacionados ao uso tépico, diversos aspectos podem ser
inferidos quanto a sua atuacdo na prevencdo do envelhecimento cutaneo (Ahmed, A.F. et al.,
2019). Muitas plantas inteiras e partes delas ja foram relatadas como fontes abundantes de
antioxidantes (Shahidi, F. 1997). H& décadas estudos demonstram que quando plantas sdo
expostas a luz solar forte produzem uma maior quantidade de ROS (Asada, K., e Takahashi, M.
1987), no entanto, algumas plantas mesmo expostas a condi¢Ges severas crescem normalmente,
indicando que elas tém um sistema de protecdo enddgeno contra essas espécies nocivas
(Masuda, T. et al., 1999). De fato, os metabolitos secundarios presentes em plantas podem
prevenir danos causados por radicais livre pela eliminagdo de ROS, promover a ativagdo de
enzimas antioxidantes, realizar a inibicdo de oxidases e estimular a reducéo de radicais a-
tocoferol (Shen, N. et al., 2022).
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Tabela 1.1 — Representacdo de plantas medicinais que tém suas atividades bioldgicas descritas, assim como seu perfil fitoquimico.

Solvente Principais
Nome Nome Parte utilizado L Principais 1ncip A
S - Principais compostos encontrados 21 atividades Referéncias
cientifico  popular utilizada para metabdlitos o
~ biologicas
extracao
Antioxidante,
Aloe Aloina, aloe-barbendol, Aleosina, Flavonoides e antimicrobiana, Lucini. L. et
Babosa  Folhas Etanol 80%  feroxidina, Ginesteina, acido caféico, . cicatrizante, A
arborescens L . ) L flavonois . . al., 2015.
acido clorogénico e acido ferulico antitumoral, anti-
) inflamatoria
Acido clorogénico, acido 3,4-
Artemisia Partes . d_|cafleo_|lqu!n!co, acido 3.’5' . . Antibacterianae  Boudjelal, A.
o Losha . Metanol  dicafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico, Flavonoides S
absinthium aéreas e L ) ) ) cicatrizante etal., 2020
2',6'-di-hidroxi-4-metoxicalcona-4'-O-
neohesperidosideo
Acido clorogénico, quercetina, acido Anticancerigena, Jakovljevié
Artemisia ) Inflorescé 0 clorog » querceting, acl Flavonoides e antimaldria, AKOVIIEVIC,
Canfora . Metanol benzoico, acido transcinamico, acido . . ) M.R. et al.,
alba ncias SR L. cumarinas antimicrobiana,
seringico, acido p -cumarico .. L. 2020
anti-inflamatoria
. E,tanol ¢ Ar-tumerona, (Z)-y-atlantona e (E)-y- Flavonoides e Antioxidante, S,
Rizoma alcool . . . M.E.M. et al.,
. o atlantona quinonas anticancerigena. .
isopropilico 2003;
Curcuma N TaninOS, .. .
longa Acafrado Curcumina, Curcuminéides (desmetoxi- alcaloides, fenéis, IS TErE, .
. . . . . antimutagenica, Albaquami,
< curcumina e bis-demetoxi- curcumina), esterdides, . .
Folhas Agua . . anticancerigena, JJ.etal,
a-felandreno, 2-careno, eucaliptol, o- flavonoides, . . .
. . anti-leshimania, 2022.
cimeno terpenoides, A
. antioxidante
saponinas
(continua)
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(continuacéo)

Tabela 1.1 — Representacdo de plantas medicinais que tém suas atividades biolégicas descritas, assim como seu perfil fitoquimico.
Solvente Principais
Nome Nome Parte utilizado L Principais 1ncip A
S - Principais compostos encontrados 21 atividades Referéncias
cientifico  popular utilizada para metabdlitos o
~ biologicas
extracio
Equisetum Flavonoides Anti-inflamatoria,
g Folhas e Quercetina, Campferol, Campferol-3-O- : iy antimicrobiana, Ismail, A.M.
: Metanol " ) saponinas, taninos . .
arvense  Cavalinha caules glicosideo, Luteolina . anticancerigena e etal., 2020
e alcaloides . 4
anticonvulsivante
Juberg, P.
Calos . 1 E
’ " Atividade Cabral Neto,
Euphorbia Slyttiat o e i i moluscicida J.B., Schall,
tirucalli  Avelds 2 o W
irucalli Vi .
Hentriacontano, 4-deoxi-forbol, beta- SUEELELS, o dppmd v B
Folhas e . - ey . 1 cumarinas, Antimicrobiana, Singh, K.P.,
Metanol  sitosterol, acidos elagicos, acido galico e o . o
caules Y polifendis, taninos antiviral Kumar, A.
glicosideos ; 2010
e triterpenos
Van, W.B.E.
Euphorbia . . " . . Van, H.F.,
tulearensis Avelos 1 Latex Agua Diterpenoides Anti-infecciosa Van, O.B.
2002
o _ _ _ _ _ Dobros, N.,
Lavan_dulg Alfazema Inflo_resce Etanol 50% Acido rosmarinico, aC|d.o ferullco, acido Flavono]des e Antioxidante Zawada, K.,
angustifolia ncias cafeico, herniarina cumarinas Paradowska,
K. 2022
. L Alcaloides, Tamilarasi,
I\/lljlg?((:)ga Dorgldel Folhas Etanol - glicosideos, Antimicrobiana T., Ananthi,
P flavonoides T.,2012.
(continua)
17




Tabela I.1 — Representacdo de plantas medicinais que tém suas atividades bioldgicas descritas, assim como seu perfil fitoquimico. (continuacéo)

Solvente

- L Principais
Nome Nome Parte utilizado L Principais o A
S - Principais compostos encontrados 21 atividades Referéncias
cientifico  popular utilizada para metabdlitos o
~ biologicas
extracio
Acido sinapico, &cido rosmarinico, L .
: o e Antioxidante, anti-
Ocimum eugenol_, I_uteollna, apigenina, Pollfen.0|s, inflamatoria e Venuprasad,
L Alfavaca  Folha Etanol 70% nepetoidina A, xantomicrol, flavonoides, « M.P. etal.,
gratissimum i . : S s protecdo contra
nevadensina, himenoxina, salvigenina, acidos graxos 2014.
o danos ao DNA
) apigenina
Agua,
metanol, i S g
Origanum . Partes etanol, Acido ,ca}felco, a C'df) galico, aC|_do . Antioxidante e Koldas, S. et
Orégano . rosmarinico, apigenina, quercetina, Flavonoides . .
vulgare aéreas hexano e : : anticancerigena al., 2016
naringenina, caempferol
acetato de
etila
. A, Citronelol, geraniol, 6-Octen-1-ol, 3,7- Flavongldes, Hsouna, A.B.,
Pelargonium  Malva acetato de o . . cumarinas, . . i
Folhas ) dimetil-formato, selineno, linalol, L- L Antimicrobiana Hamdi, N.
graveolens rosa etilae curcuminoides e
mentona. 2012
metanol terpenos
Antioxidante,
. L Acido cafeico, 4cido rosmarinico, - antimicrobiana, Kang, N.S.,
Perilla Manjerica Folhas Metanol cianidina-3- O- (6- O -cumaroil) Antocianinas e antitumoral, efeitos Lee, J.H.
frutescens 0 roxo . . flavonas .
glicosideo-5-O-glicosideo cardioprotetores e 2011

vasodilatadores

(continua)
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Tabela I.1 — Representacdo de plantas medicinais que tém suas atividades bioldgicas descritas, assim como seu perfil fitoquimico.

(continuacéo)

Solvente

Nome Nome Parte utilizado T Principais Principais A
S - Principais compostos encontrados 21 atividades Referéncias
cientifico  popular utilizada para metabdlitos o
extracao biologicas
Polissacarideos,
alcaloides, Antioxidante, anti-
Plantago Partes 0 . flavonoides, inflamatoria, Ghiasian, M.
major UelEefant aereas Sl f0 QUBTEENTE terpenoides, antimicrobiana e etal., 2021
taninos, saponinas cicatrizante
e esterois
salvia Partes ) Acido cafeico, 4cido yunnaneico, acido Antioxidante, anti- Afonso. AF
S Sélvia . Agua rosmarinico, aciso salvianolico, acido Flavonoides inflamatoria e Ao
officinalis aereas . . . etal., 2019
sagerinico antibacteriana
Acido m-metoxibenzoico, 4cido 5-
cafeoilquinico, acido caféico, acido 3- . -
Calos L AR . . Anti-inflamatoria,
Symphytum . ; cafeoilquinico, &cido rosmarinico, acido Taninos, saponinas o Le, V.etal.,
L Confrei obtidosda Etanol 70% A A . - antioxidante e
officinale ; 1-cafeoilquinico, cumarina, acido e fitosterois 2021
raiz : A o . neuroprotetoras
litospérmico, &cido salicilico e acido
1m-hidroxibenzoico
Taraxacum Dente- . .AC'.dOS hlo!rc?xmlr]amlcps, ‘?Stefe.s de Fl_avonOIdes, Antioxidante e Jedrejek, D. et
o < Raiz Metanol 80% inositol de acido hidroxifenilacético e triterpenos e X
officinale de-ledo : o . anticoagulante al., 2019
derivados de lactona sesquiterpénica cumarinas
(continua)
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Tabela 1.1 — Representacdo de plantas medicinais que tém suas atividades bioldgicas descritas, assim como seu perfil fitoquimico.

(concluséo)

Solvente Principais
Nome Nome Parte utilizado L Principais ncip A
S - Principais compostos encontrados 21 atividades Referéncias
cientifico  popular utilizada para metabdlitos o
~ biologicas
extracdo
Taninos, fenois,
Tetradenia . glicosideos, e . Kakande, T.
riparia Mirra Folhas Etanol - Sl Antiflngica etal.. 2019
terpenoides
Flavonoides,
saponinas,
Thymus . Partes Acetato de Timol, p-cimeno, eugenol, terpineno, aIcan@es, Ar_1t|OX|d§1nte ¢ Saleem, A.
. Tomilho . ! : terpenoides, antibacterianas e
vulgaris aereas etila quercetina e caempferol . . . etal., 2022
taninos, anti-inflamatoria
glicosideos,
esteroides e fenois
. Violaxantina, anteraxantina, luteina, Flavonoides, Anti-hipertensiva, = Niizu, Y.,
Tropaeolum Capuchin  Flores e . . . . anti-inflamatoria, Rodriguez-
. Acetona zeaxantina, zeinoxantina, - glucosinolatos, . .
majus I Jallies criptoxantina, acaroteno e beta-caroteno terpenoides ARSI S ATTERE) DI
P ’ P antioxidante 2005
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1.4. Hidrogéis

Hidrogel é uma rede tridimensional a base de polimeros, que podem sofrer reticulacdo
(crosslinking) e reter abundantemente &gua ou outros solventes polares; e consegue aprisionar
dentro de si compostos bioativos. As propriedades mecanicas e capacidade de difundir sdo
determinadas por sua estrutura e grau de ligacOes existentes na matriz do hidrogel (Singh.
T.R.R., Laverty, G., Donnelly, R. 2018). A maioria dos polimeros utilizados para produ¢édo de
hidrogéis sdo biocompativeis e biodegradaveis (Contri. R.V. et al., 2014). Ha uma vasta gama
de aplicaces de hidrogéis, desde engenharia automotiva até a medicina regenerativa, e também
para a entrega de principios ativos utilizados na medicina.

A utilizacdo de hidrogéis em formulagdes para aplicacOes topicas € justificada pela sua
adesividade, facilidade de manter o local hidratado e compor uma rede para que as células
possam migrar e se regenerar. Porém, o potencial de hidrogéis para controlar a entrega de
farmacos também deve ser um dos fatores importantes quando se trata da incorporacdo de
bioativos, incluindo nanossistemas como lipossomas. Como uma das principais desvantagens
do uso de lipossomas é a baixa estabilidade em sistemas biol6gicos (Sapra, P., Allen, T.M.
2003), uma possibilidade promissora seria a de incorporar esses nanossistemas em matriz de
hidrogel. Nesse sentido, o aprisionamento de lipossomas em hidrogel pode aumentar a
estabilidade fisica e quimica do mesmo, propiciando maior interagdo entre lipossomas e o
sistema bioldgico. Consequentemente, também ha maior possibilidade de ocorrer a entrega
sustentada do principio ativo.

A obtencdo de hidrogéis contendo lipossomas produzidos com diferentes fosfolipideos
veiculando extratos de plantas medicinais, conforme a Figura 1.6, para uso topico direcionado
pode permitir a oferta e estabilizacdo desses ativos. Além disso, pode ainda permitir que
populacdes de baixa renda tenham acesso a um produto que alie alta tecnologia com acao
potencializada e sustentabilidade. A incorporacdo de lipossomas em hidrogéis para uso tépico
também pode facilitar a entrega e aplicacdo do principio ativo, pois pode conferir propriedades

altamente desejaveis como a adesividade.
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Figura 1.6 — Representagdo tridimensional de uma matriz de hidrogel (em preto) intercalada com
nanoestruturas amarelas de lipossomas, proporcionando um sistema de veiculagdo eficiente para
extratos de plantas medicinais com propriedades bioativas, indicados por estruturas azuis, verdes e rosa.

Fonte: da autora.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Desenvolver lipossomas a partir de recursos vegetais, com propriedades antibacterianas,
antifangicas, antioxidantes e que ndo comprometam na viabilidade em células eucarioticas, para

incorporacdo em hidrogeis visando aplicacdes terapéuticas.

2.2. Objetivos especificos
- Prospectar 20 plantas medicinais com atividades biologicas reconhecidas na literatura
(Capitulo I);
- Realizar triagem fitoquimica de extratos a fim de definir a possivel presenca de classes de
metabolitos secundarios (Capitulo I11);
- Desenvolver rota para extracdo, isolamento e quantificacdo de fosfolipideos vegetais (Capitulo
I1);
- Produzir formulag@es lipossomais a base de fosfolipideos e extratos vegetais (Capitulo 11, 111
e 1V);
- Caracterizar os lipossomas por técnicas de espalhamento de luz dindmico e mobilidade
eletroforética (Capitulo 11, 11l e 1V);
- Caracterizar os lipossomas por microscopia de forca atdmica (Capitulo 11 e IV);
- Caracterizar os lipossomas por espectroscopia Raman (Capitulo 11);
- Testar os lipossomas quanto a possivel atividade antibacteriana (Capitulo 11 e 111);
- Verificar a viabilidade celular de linhagem isolada de mamifero frente a lipossomas e extratos
(Capitulo 111);
- Testar os lipossomas quanto a possivel atividade sobre levedura (Capitulo 1V);
- Testar os lipossomas quanto a possivel capacidade antioxidante (Capitulo I11);
- Quantificar fendlicos totais em lipossomas e extratos livres (Capitulo 1V);
- Determinar a eficiéncia de encapsulamento de extratos nos lipossomas produzidos (Capitulo
V);
- Caracterizar os lipossomas por termogravimetria (Capitulo 1V);
- Verificar a viabilidade celular de sangue periférico bovino frente a lipossomas e extratos
(Capitulo 1V);
- Verificar a produgdo de espécies reativas em células de mamiferos frente a lipossomas e
extratos (Capitulo 1V);
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- Selecionar a melhor concentracéo de polimeros para producédo de hidrogéis (Capitulo V);

- Avaliar as caracteristicas reologicas dos hidrogéis produzidos por testes de intumescimento,
ressecamento e fixacdo (Capitulo V);

- Formular hidrogéis contendo lipossomas com atividade biolégica anteriormente verificada
(Capitulo V);

- Avaliar a atividade antibacteriana dos hidrogéis contendo lipossomas produzidos (Capitulo
V);

- Avaliar a eficiéncia de liberacdo de lipossomas da malha polimérica do hidrogel (Capitulo V).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Lista de reagentes

- Acetato de cobre (Exodo, Brasil);

- Acetona P.A. (CRQ, Brasil)

- Acido acético glacial (Merck, Alemanha);

- Acido cloridrico (Vetec, Brasil);

- Acido galico (Dinamica, Brasil);

- Acido sulfarico (Vetec, Brasil);

- Agarose (LN Biotec, Brasil);

- Agua destilada tipo 111 (Gehaka, Brasil);

- Agua ultrapura tipo | (Gehaka, Brasil);

- Alcool etilico hidratado 92,8° (Itaja, Brasil);

- Alcool etilico hidratado 96° (CHEMCO, Brasil);
- Alcool isopropilico (Merck, Alemanha);

- Alcool metilico P.A. (Impex, Brasil);

- Anfotericina B (Sigma-Aldrich, EUA);

- Antibidticos Penicilina e Estreptomicina (Gibco, EUA);
- Azul de tripano (Merck, Alemanha);

- Cloreto de aluminio (Dinamica, Brasil);

- Cloreto de ferro 11 (Vetec, Brasil);

- Cloreto de sédio (Synth, Brasil);

- Cloroférmio (CRQ, Brasil);

- Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Co., EUA);
- DPPH (Sigma-Aldrich, EUA);

- Eosina amarelada (Dinadmica, Brasil);

- Extran® (Millipore Corporation, EUA);

- Gelatina em p6 (Dinamica, Brasil);

- Glicose anidra PA (Vetec, Brasil);

- Glutamina (Dinémica, Brasil);

- Hematoxilina (Dinamica, Brasil);

- Hexano (Sigma-Aldrich, EUA);
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- Hidroxido de amonio (Vetec, Brasil);

- Hidréxido de sédio (Neon, Brasil);

- Hipoclorito de sodio (Biocloro, Brasil);

- Lecitina de soja (Saint Charbel, Brasil);

- Magnésio metalico (Dinamica, Brasil);

- Meio de cultura basico Luria Bertani-LB (Sigma-Aldrich, EUA);

- Meio de cultura DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich Co., EUA);
- MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Invitrogen, EUA);
- Hidroclorito de Quinina (Dinamica, Brasil);

- Quitosana 95% desacetilada (Polymar, Brasil);

- Penicilina e Estreptomicina (Gibco, EUA);

- Reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, EUA);

- Soro fetal bovino (Gibco, EUA);

- Tampao fosfato salina (Amaresco, EUA);

- Tripsina-EDTA (0,25 e 0,02%) (Gibco, EUA);

- Tween 80 (Sigma-Aldrich, EUA);

- Vanilina (Dinamica, Brasil).

3.2. Lista de materiais

- Almofariz e pistilo de porcelana;

- Bal&o de vidro de fundo redondo;

- Baldo volumétrico de 5, 10 e 25 mL;

- Barca para pesagem;

- Barra magnética;

- Bisturi (ABC instrumentos cirargicos, Brasil);

- Camara de Neubauer (modelo espelhada, C. A. Hausser & Son, EUA);

- Canetas permanentes coloridas (Pilot, Japéo);

- Celula capilar descartavel de policarbonato (modelo DTS1070, Malvern, Reino Unido);
- Cubeta de poliestireno descartavel de 1,5 mL (modelo 1948, Kartell, Italia);

- Espatulas tipo canaletas e colher (Laborglas, Brasil);

- Filme pléstico de uso laboratorial (Parafilm M®, American National 26 Can, EUA);

- Filtros de centrifuga Amicon® de 3 kDa (Ultra 0,5 mL - Millipore, Alemanha);
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- Fita autoclave para processo de esterilizacdo a vapor (Eurocel, Brasil);
- Forma de silicone 5 x 5 cm;
- Frascos de cultura (tpp, Alemanha);
- Frasco de plastico tipo Béquer com capacidade para 100, 250 e 1000 mL (JProlab, Brasil);
- Frasco de vidro tipo Béquer com capacidade para 5, 50, 250 e 500 mL (Qualividros, Brasil);
- Frascos do tipo Erlenmeyer com capacidade de 10, 50, 100, 200 e 500 mL (Phox, Brasil);
- Funil de vidro (JProlab, Brasil);
- Garrafas de cultura 25 cm? e 75 cm? (TPP, Alemanha);
- Lamina de bisturi (Wiltex, China);
- Lamina de vidro ponta fosca 26 x 76 mm espessura 1-1,2 mm (Carvalhaes, Brasil);
- Laminula de vidro retangular 24 x 60 mm (Galvani, Brasil);
- Luva para procedimento ndo cirdrgico (Super Max, Malasia);
- Membrana de dialise com massa molecular de exclusao de 12 - 14 kDa (ThomasSci, EUA);
- Mica muscovita;
- Microplaca de aco inoxidavel;
- Microtubos de polipropileno do tipo eppendorf de 1,5 mL (Olen, China);
- Microtubos de polipropileno do tipo eppendorf de 2,0 mL (Global trade, Brasil);
- Papel aluminio (Wyda pratic, Brasil);
- Papel branco A4 (One, Brasil);
- Papel crepado tratado e adesivo a base de resina e borracha (3M, Brasil);
- Papel filtro qualitativo 80 g (Unifil, Alemanha);
- Papel universal indicador de pH (Qualividros, Brasil);
- Peneira de plastico;
- Pinca clinica, anatdbmico dente de rato 12 cm (Laborglas, Brasil);
- Pinca invertida (LabSynth, Brasil);
- Pipeta de vidro 1 e 5 mL (Laborglas, Brasil);
- Pipetador mecanico;
- Placas de Petri descartéaveis estéreis (JProlab, Brasil);
- Placa de microtitulagdo 96 pocos (HS-YL-PM96C, Redplast, Brasil);
- Ponteiras de silicio para microscopio de forga atdmica (Nanosensors, Suica);
- Ponteiras de polipropileno brancas (0,1-10 pL) (Global trade, Brasil);
- Ponteiras de polipropileno amarelas (20-200 pL) (Global trade, Brasil);
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- Ponteiras de polipropileno azuis (100-1000 pL) (Global trade, Brasil);

- Provetas de vidro com capacidade de 10, 100, 200 e 1000 mL (Pyrex, EUA);
- Tampa para placa de microtitulagdo (HS-YC-PTM, Redplast, Brasil);

- Tesoura cirdrgica 12 cm Reta Fina/Fina (LabSynth, Brasil);

- Tesoura iris 12 cm Curva (ABC Instrumentos, Brasil);

- Tubos para centrifuga tipo Falcon 15 e 50 mL, com tampa rosca graduado (Alfa, Brasil).

3.3. Lista de equipamentos

- Agitador magnético com aquecimento (LUCA-01/09-E, Lucadema, Brasil);
- Agitador magnético com aquecimento (Q261, Quimis, Brasil);

- Agitador magnético tipo vortex (Genie 2, Genie, EUA);

- Agitador orbital Shaker (modelo MA830, Marconi, Brasil);

- Analisador Termogravimétrico (modelo DTG-60H, Shimadzu, Japao);
- Ar condicionado (Carrier, EUA);

- Autoclave de bancada (Idealclave 23 L, Brasil);

- Balanca analitica (AG200, Gehaka, Brasil);

- Balanca eletrénica de precisdo (Q520-3, Quimis, Brasil);

- Banho de aquecimento (Luca 156/22, Lucadema, Brasil);

- Banho-maria quatro bocas microprocessado (Q334M, Quimis, Brasil);
- Banho ultratermostéatico (Q214M2, Quimis, Brasil);

- Biofotdmetro (6131, Eppendorf, Alemanhd);

- Bomba a vacuo (Q955B, Quimis, Brasil);

- Capela de exaustdo de gases (Lucal0, Lucadema, Brasil);

- Centrifuga refrigerada (Q222RM, Quimis, Brasil);

- Centrifuga refrigerada (5418 R, Eppendorf, Alemanha);

- Chapa de aquecimento (HPA2240M, Thermo Fisher Scientific, EUA);
- Condutivimetro (Q795M2, Quimis, Brasil);

- Espectrofotdmetro UV-Vis (Q898U, Quimis, Brasil);

- Estufa de secagem e esterilizacdo (Luca-81/81, Lucadema, Brasil);

- Estufa bacterioldgica (Luca-81/81, Lucadema, Brasil);

- Evaporador rotativo microprocessado (Q344M2, Quimis, Brasil);

- Fluxo laminar unidirecional (FUH-18, Veco, Brasil);
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- Freezer -20°C (CVU26EBBNA, Consul, Brasil);

- Freezer -40°C (FV500, Liotop, Brasil);

- Incubadora bacterioldgica (Luca-81/81, Lucadema, Brasil);

- Incubadora shaker de bancada (Luca-222, Lucadema, Brasil);

- Leitora de microplacas (ELx808 1U, Biotek, EUA);

- Liofilizador de bancada horizontal (SL405, Solab, Brasil);

- Microcentrifuga refrigerada (5418R, Eppendorf, Alemanha);

- Micropipeta multicanal com capacidade de 200 pL (Discovery Comfort, HTL, Pol6nia);
- Micropipetas monocanais com capacidade de 2 pL, 10 pL, 200 puL, 1000 pL, 5000 pL e
10000 pL (LabMate Soft, HTL, Polonia);

- Microscopio bioldgico invertido trinocular (Q730TI-CF, Quimis, Brasil);

- Microscopio de forca atdmica (SPM-9600, Shimadzu, Japao);

- Microscopio confocal Raman Alpha 300 RA (WITec, Alemanha);

- Nano ZetaSizer (Nano ZS, Malvern, UK);

- Paquimetro digital (1108-150, Insize, Brasil);

- Refrigerador (Style Single door 34, Bosch, Alemanha);

- Refrigerador compacto (CRC12, Consul, Brasil);

- Sistema para ultrapurificacdo de dgua (Master WFI, Gehaka, Brasil);

- Turbidimetro de bancada (TB100, MS Tecnopon, Brasil);

3.4. Delineamento da metodologia

No intuito de organizar a metodologia e Capitulos posteriores foi realizado um
delineamento dos experimentos que foram conduzidos seguindo o fluxograma indicado na
Figura 1.7. Os retangulos em verde representam o inicio de todos os processos, por exemplo, a
coleta de materiais botanicos; as marcacdes em amarelo representam etapas de caracterizacao;
e os circulos em azul representam os lipossomas sintetizados. Os retangulos em branco
representam atividades intermediarias realizadas.

A metodologia consiste basicamente em duas frentes, sendo uma na qual utiliza-se
material botanico in natura e outra na qual utiliza-se material botanico seco. Essa troca do
material botanico ocorreu em fungdo de resultados preliminares obtidos que serdo apresentados

mais adiante.
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Capitulo |

Capitulo Il Capitulo 1lI Capitulo IV Capitulo V
Coleta de Material Produgio e
material Botanico triage:;n de
Botanico in seco 11 hidrogel
natura 20 espécies (3.17.)
especies (35.2.)
Formulagéo (3.5.1)
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aquoso Quantifica. I
(3-6-1-) clorofila (3‘10_1‘) (3-13-1")
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Quantifica. (3.8) fitoguimica de extrato de extrato \/f-\
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chlurrmuIar;éo i ‘ Teste de fixacéo
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(3.9.3) —\— Formulagéo Eficiénc. ( :
de lipossomas \_/f_\

encapsula.
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periférico
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Figura 1.7 — Fluxograma com a metodologia aplicada em todo o estudo. Formas com coloragdo verde indicam inicio de processos; com coloragéo
amarela representando etapas de caracterizacdo; com coloragdo azul indicando nanossistemas produzidos; e com coloracao branca representando etapas
intermediérias.

Fonte: da autora. 30



3.5. Coleta de materiais botanicos
3.5.1. Material botanico in natura

Os materiais botanicos in natura das espécies Artemisia absinthium (Losna), Artemisia
alba (Canfora), Equisetum arvense (Cavalinha), Euphorbia tirucalli (Avelds 2), Euphorbia
tulearensis (Avel6s 1), Lavandula angustifolia (Alfazema), Ocimum gratissimum (Alfavaca),
Origanum vulgare (Orégano), Pelargonium graveolens (Malva rosa), Perilla frutescens
(Manjericdo roxo), Symphytum officinale (Confrei), Tetradenia riparia (Mirra), Thymus
vulgaris (Tomilho), Tropaeolum majus (Capuchinha) e Salvia officinalis (Salvia) foram
coletadas em uma &rea protegida (Jardim Botéanico de Brasilia-JBB) conforme a permissao de
pesquisa JBB: 007/2019 e os materiais botanicos das espécies: Aloe arborescens (Babosa),
Curcuma longa (Acafrdo), Mimosa pudica (Dormideira), Plantago major (Tansagem) e
Taraxacum officinale (Dente-de-ledo), e foram coletados na colecdo de plantas aromaticas e
medicinais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Todas as espécies tém autorizacao
para atividades com finalidade cientifica emitida pelo SISBIO nimero: 74283-1 e comprovante
de cadastro de acesso no SISGEN n° A078201. Os materiais botanicos coletados foram
armazenados separadamente a -20°C até o uso. Esses materiais foram selecionados por
apresentarem atividades bioldgicas de interesse para incorporacdo em hidrogel para futura
aplicacdo topica, como demonstra a Tabela I.1.

3.5.2. Material boténico seco

Os materiais botanicos secos foram adquiridos comercialmente: acafrdo da terra,
cavalinha, malva rosa, manjericdo, orégano, salvia e tomilho e alfavaca (Ocimum spp.),
alfazema (Lavandula spp.), confrei (Symphytum spp.), losna (Artemisia absinthium). As
amostras que haviam o nome cientifico das espécies eram da marca “Produtos Melvina” e as

demais do “Produtos Gizele”.

3.6. Preparacéo de extratos aquosos
3.6.1. Preparo de extratos aquosos dos materiais botanicos in natura

As folhas e peciolos coletados previamente congelados foram lavados utilizando
detergente Extran® a 0,1% em agua tipo 111 (destilada) por 2 min. Os materiais botanicos foram
cortados em fragmentos com cerca de 4 mm? e entdo separadamente a cada material foi deixado
em infusdo em &gua tipo I (ultrapura) em ebulicdo até a concentracdo (p/v) de 100 mg/mL ser

atingida seguindo de incubagéo durante 2 min. Finalmente, os extratos aquosos foram passados
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através de papel de filtro com poros que permitem a retencdo de particulas de 4 a 12 um e

maiores.

3.6.2. Preparo de extratos aquosos a partir de material boténico seco

Para o preparo de extratos aquosos a partir de material botanico previamente seco, 5 g
do material boténico seco foram colocados em contato com 100 mL de &gua tipo | aquecida e
deixados em ebulicdo por 2 min. Em seguida, o material foi macerado em temperatura ambiente
por 24 h devidamente fechado. Apds as 24 h a suspensdo passou pelo processo de filtracéo
utilizando papel de filtro com retencdo de particulas maiores que 12 pm.

Os extratos aquosos foram acondicionados em tubo tipo Falcon e colocados em
congelador a temperatura de -20°C e depois de 24 h acondicionados em temperatura de -50°C
por cerca de 48 h. Esses extratos passaram pelo processo de liofilizacdo até a obtencdo de um
p6 completamente seco. Esse pé foi ressuspenso em agua tipo | até uma concentracdo
aproximada de 2,5 g/mL de extrato aquoso.

3.6.3. Preparo de extratos etandlicos/aquosos a partir do material botanico seco

Para a preparacdo de extratos etandlicos/aquosos, 5 g de material botanico seco foram
colocado em contato com 100 mL de solucdo etanolica 70% e deixados por 24 h incubados em
temperatura de 4°C em recipiente devidamente fechado. Ap6s as 24 h, a suspensao passou por
processo de filtracdo utilizando papel de filtro com retencéo de particulas maiores que 12 pum.

Os extratos etanolicos obtidos a partir material botanico seco foram submetidos a
rotaevaporacdo por 1 h em banho-maria a 40°C e banho ultratermostatico de resfriamento
serpentinado a 10°C e pressdo de 500 mmHg. Em seguida, as solucBes resultantes foram
congeladas a temperatura de -20°C e depois de 24 h colocados em temperatura de -50°C por
cerca de 48 h. Esses extratos passaram pelo processo de liofilizacdo até a obtencdo de um p6
completamente seco. Apos a liofilizacdo, o p6 foi ressuspenso em apenas &gua tipo | até a
concentracdo aproximada de 2,5 g/mL de material botanico seco. Esse extrato sera mencionado

adiante como extrato etanolico/aquoso.
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3.7. Triagem fitoquimica

Os extratos etandlico/aquoso passaram por uma bateria de reacfes para averiguar a
possivel presenca de metabolitos secundarios conforme a metodologia previamente descrita por
Cunha (2009), com grupos fitoquimicos e reacdes detalhados na Tabela 1.2. A caracterizacao
envolveu antraquinonas, flavonoides, saponinas e taninos. Compostos padrdo foram

empregados como controles positivos para validagédo das reacoes.

Tabela 1.2 — Reagdes de identificagdo para triagem fitoquimica.

Grupo fitoquimico Reac0es realizadas Referéncias
Reacdo de Borntrager direta . .
Antraquinonas Reacéo de Borntrager indireta Silva, R-A.D. 1926;

Precipitacdo de cloreto férrico Cunha, A.P. 2009.

Reacdo de Shinoda

Flavonoides Reacdo de cloreto de aluminio Anvisa, 1996;
Precipitacdo de cloreto férrico Cardoso, C.M.Z. 2009.
Caracterizacdo de antocianos
Caracterizagédo da formacéo de
. espuma Wagner, H., Bladt, S. 1996;
Saponinas

Caracterizagédo da formacéo de Simoes, C.M.O. et al., 2007.
espuma resistente
Reacéo de cloreto férrico
Reacdo de proteinas
Taninos Precipitacéo de alcaloides
Reacdo com acetato de cobre
Reacéo para taninos condensados

Cunha, A.P. 2009;
Simoes, C.M.O. et al., 2007.

3.7.1. Antraquinonas

Para a reacdo de antraquinonas foi utilizado como controle positivo a espécie padrao
cascara sagrada (Rhamnus purshiana cortex) e controle negativo apenas agua. A reacdo de
Borntrager direta foi realizada utilizando extrato etandlico/aquoso. 5 mL do extrato foram
adicionados em 3 mL de hexano e extraida a fase organica. Na fase organica foram adicionados
2 mL solugdo de hidroxido de amdnio 10%, e o desenvolvimento da cor vermelha ou violeta
indicava a presenca de antraquinonas livres no extrato vegetal.

Para a reacdo de Borntrager indireta, 5 mL do extrato etanélico/aquoso foram colocados
em contato com 1 mL de acido cloridrico 10% e essa solucéo passou por fervura durante 3 min

e apods resfriamento a mesma passou por extracdo com 1 mL de hexano. A fase aquosa foi
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retirada e adicionado 1 mL de solucdo de hidroxido de aménio 10%, sendo observado o
desenvolvimento da coloragéo vermelha ou violeta, na fase aquosa, indicativo da presenca de
antraquinonas livres no extrato vegetal.

Por fim, para reacéo de precipitacéo de cloreto férrico utilizou-se a mesma solugéo acida
obtida na reacdo de Borntrager indireta na qual foram adicionados 2 mL de solucdo de cloreto
férrico 10%, essa solucdo foi mantida em ebulicdo por 3 min e apds resfriamento a mesma
passou pelo processo de extracdo com 2 mL de hexano. A fase organica foi retirada e
adicionados 2 mL de solucéo de hidroxido de amonio 10%, sendo observada a ocorréncia do
desenvolvimento de cor vermelha ou violeta indicativa da presencga de antraquinonas livres no

extrato vegetal.

3.7.2. Flavonoides

Para a reacdo de flavonoides foi utilizado como controle positivo a espécie padrdo
camomila (Matricaria chamomilla). As reagdes utilizaram o extrato etandlico/aquoso. A reacdo
de Shinoda foi realizada sob banho de gelo, dois fragmentos de magnésio metalico (2 x 2 mm)
foram adicionados a 2 mL da solucdo de extrato e lentamente foi adicionado 1 mL de &cido
cloridrico concentrado, sendo que a formacdo de coloragdo avermelhada foi indicativa da
presenca de flavonas ou flavondis no extrato vegetal.

Para a reagdo de cloreto de aluminio foram adicionadas duas gotas do mesmo extrato
etanolico/aquoso em papel filtro em lugares diferentes, sendo que sobre uma das gotas foi
adicionada solucdo alcodlica de cloreto de aluminio 1% e observada sob luz ultravioleta, sendo
que a intensificacdo da fluorescéncia foi indicativa da presenca de flavonoides no extrato
vegetal.

Para a reacdo de cloreto férrico, 4 gotas da solugdo alcodlica de cloreto férrico 25%
foram adicionadas a 2 mL dos extratos etanolicos/aquosos, sendo que o desenvolvimento da
coloracdo azul, verde, marrom ou vermelha indicou a presenga de compostos fendlicos.

Para a reacdo de caracterizagdo de antocianos, 10 mL dos extratos etandlicos/aquosos
foram utilizados. Os extratos foram alcalinizados com auxilio de solucdo de hidréxido de sodio
5% até atingir o pH 10 e apo6s acidificados com auxilio da solugéo de acido cloridrico 10% até
atingir o pH 3, sendo que a alteracdo de cor com a variacdo de pH para vermelho (acido) ou

azul (béasico) indicou a presenca de compostos fenolicos.
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3.7.3. Saponina

Para a caracterizagdo de saponinas foi utilizada como controle positivo a espécie padréo
salsaparrilha (Smilax ssp.). O primeiro ensaio “caracterizagdo de formagdo de espuma”
consistia em agitar vigorosamente 2 mL dos extratos etanolicos/aquosos e comparar com um
tubo que continha 2 mL &gua e sabdo em barra comum. O segundo ensaio consistia em ap6s 10
min do primeiro ensaio adicionar 3 gotas de &cido sulfurico 20% sendo a formag&o de espuma

persistente a adi¢ao do acido indicativo da presenca de saponinas no extrato vegetal.

3.7.4. Taninos

Para a caracterizagdo de taninos na amostra foi utilizado como controle positivo o
extrato aquoso de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia). Para a reacéo de cloreto férrico em 2
mL de extrato etandlico/aquoso (amostra) foram adicionadas 3 gotas de solucdo alcodlica de
cloreto férrico 2% e agitado bem, sendo que o desenvolvimento de cor esverdeada, azulada ou
cinza indica a presenca de compostos fendlicos no extrato vegetal. Na reacéo de proteinas em
2 mL de extrato foram adicionadas 2 gotas de acido cloridrico 10% e depois gotejada solucéo
de gelatina 2,5%, sendo observado o aparecimento de precipitado indicativo da presenca de
taninos no extrato vegetal.

A reacdo de precipitacdo de alcaloides também utilizou 2 mL de extratos, depois foram
adicionadas 4 gotas de solucdo alcodlica de quinina 8%, sendo que a turvacdo da amostra ou
formacdo de precipitado indica a presenca de taninos na solucdo. Para a reacdo de acetato de
cobre, foram gotejados (cerca de 3 gotas) de solucao de acetato de cobre 3% em 2 mL de extrato,
sendo o aparecimento de turvacao ou precipitado também indicativo da presenca de taninos na
solucéo. Por fim, para a reagdo de taninos condensados, 2 mL de extrato foram adicionados a
0,5 mL de solucdo alcoodlica de vanilina 1% e depois acrescido 1 mL de acido cloridrico
concentrado, sendo que o desenvolvimento de cor vermelha indica a presenca de taninos

condensados no extrato vegetal.

3.8. Quantificacdo da clorofila
No intuito de quantificar a concentragdo de clorofila total extraida, 0,25 g de cada
material botanico in natura foi embebido em 25 mL de acetona P.A. Nos intervalos de tempo
de 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 20; 24; e 48 h, aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes foram
recolhidas e diluidas na proporcéo de 1:10 em agua tipo I, adicionadas em cubeta e realizada
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leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 633 e 645 nm. Para calcular a
concentragdo utilizou-se a formula (Arnon, D.l. 1949):

0,25
Ct = (20,2 x Agz3) + (18,2 x Agas) x 0.025 10

Onde Ct é concentracdo total de clorofila; As3s é a leitura em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 633 nm; e Asss € a leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 645 nm. Os valores finais séo referentes as suas dilui¢@es, 0,25 g de folha em 0,025 L
de acetona. A multiplicacdo por 10 refere-se a aliquota que foi diluida 10x antes da leitura no
espectrofotbmetro.

Para que ndo houvesse oxidacao dos fosfolipideos, o experimento foi mantido durante
0 periodo de 48 h a temperatura de 4°C. Para que toda a clorofila fosse extraida e o processo
ndo fosse comprometido pela saturacdo do liquido extrator (acetona), apos a retirada da aliquota
do tempo de 20 h, houve a filtracdo e 0 mesmo volume de acetona foi adicionado para extracdo
exaustiva. E para que ndo houvesse falha nos célculos a partir deste tempo, os valores de
absorbancia obtidos no tempo de 20 h foram adicionados nas leituras de 24 e 48 h. A
quantificacdo de clorofila extraida foi realizada com todas as espécies coletadas.

3.9. Formulacdo de nanomateriais
3.9.1. Extracao de fosfolipideos

Para extrair fosfolipideos de células vegetais foi necessaria uma modificacdo dos
protocolos previamente conhecidos com patente depositada BR 10 2015 002069 4 e
WQ02016/119030 Al (Silva, L.P., Bonatto, C.C., Joanitti, G.A. 2015) para extracdo de
fosfolipideos utilizando solventes organicos devido a presenca de clorofila nos materiais
vegetais. Toda extracdo de fosfolipideos aconteceu Unico e exclusivamente dos materiais
botanicos coletados in natura. Inicialmente, as folhas e peciolos que estavam armazenados a -
20°C foram deixados a temperatura ambiente durante 5 min e depois disso, 0s materiais
bioldgicos inteiros foram incubados em acetona P.A. a 4°C por 24 h com uma substitui¢do de
solvente durante o processo (20 h) para extracdo exaustiva. Apds esse periodo, 0s materiais
biolégicos foram cuidadosamente removidos e acondicionados em um almofariz, onde o

material botanico foi submetido a um processo de maceracdo com pistilo até obter um
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pulverizado de material boténico fino. Primeiramente, 1 g de material botanico pulverizado foi
adicionado em um tubo tipo Falcon e depois foram adicionados os solventes separadamente na
seguinte ordem: 2 mL de agua tipo I, 2,78 mL de cloroférmio, 5,2 mL de metanol, 2,78 mL de
cloroférmio e 2,78 mL de &gua tipo I, sendo que ap6s a adi¢do de cada solvente, o tubo Falcon
foi mantido em agitador tipo vortex por 5 min. Apos a extragdo com solventes o material foi
centrifugado por 5 min a 3282 g, a temperatura de 5°C e retirada a fase organica. A fase
organica foi submetida a rotaevaporacdo por 1 h em banho-maria a 40°C e banho
ultratermostatico de resfriamento serpentinado com destilador a 10°C e presséo de 500 mmHg,

para evaporacdo completa do cloroférmio e consequentemente formacao do filme lipidico.

3.9.2. Quantificacdo dos fosfolipideos extraidos

O método de turbidez, ou seja, 0 método nefelométrico, foi utilizado para quantificagcdo
de fosfolipideos. Esse método quantifica os fosfolipideos presentes em uma amostra pela
determinacéo do teor de fosforo total, baseado na insolubilidade de fosfolipideos em acetona.
Para isso, foi produzida uma curva de calibracdo, por meio da dispersdo de lecitina de soja em
acetona por diluicdo seriada nas concentragdes de 0,07; 0,015; 0,03; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1;
2 e 4 mg/mL. Assim, a leitura da unidade de turbidez nefelométrica (NTU) de cada amostra foi
registrada coletando 3 leituras de cada diluicdo. O valor NTU para o branco (acetona) foi
subtraido da leitura de cada amostra. O filme lipidico obtido na etapa anterior (Subtdpico 3.9.1)
foi suspenso com acetona na concentracdao de 15 mg de material boténico para cada 1 mL de
acetona. As amostras para a curva padrdo foram agitadas manualmente por cerca de 10 s, e
foram colocadas em frascos limpos e avaliadas em turbidimetro. A concentracéo de fosforo foi
estimada diretamente a partir de uma correlacdo de NTU com a concentracdo na curva de
calibracdo (Sinram, R.D., 1986; Wang, T. Zhou, D., 2017).

3.9.3. Formacéo de lipossomas

Para o desprendimento do filme e consequente nanoestruturacdo dos fosfolipideos
extraidos foram adicionados 1 mL de &gua tipo | (lipossoma vazio - LpV) ou 1 mL de extrato
(lipossoma cheio - LpC) de cada espécie, sempre adicionando o extrato referente a mesma
especie de planta da qual os fosfolipideos foram extraidos, conforme demonstra a Tabela 1.3.

Apos a adicdo desses volumes, o baldo de fundo redondo foi mantido em agitador tipo vortex
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por 10 min. Entéo, as suspensdes contendo os lipossomas foram transferidos para microtubos e

armazenados a 4°C.

Tabela 1.3 — Lipossomas produzidos durante todas as etapas do presente estudo.

Lipossomas

Lipossomas .
. Lipossomas contendo extrato
vazios (LpV) Slico/
Nome cientifico Nome popular contendo con'gendo extrato  etanolico/aquoso a
apenas agua in natura parterdg material
tipo | (LpC.in) boténico seco
(LpC.sec.et)
Aloe arborescens Babosa . . g
Artemisia absinthium Losna . . .
Artemisia alba Canfora . . g
Curcuma longa Acafrdo . . .
Equisetum arvense Cavalinha . . .
Euphorbia tirucalli Avelos 2 . . 5
Euphorbia tulearensis Avelos 1 . . )
Lavandula angustifolia Alfazema . . .
Mimosa pudica Dormideira . . g
Ocimum gratissimum Alfavaca . . .
Origanum vulgare Orégano . . .
Pelargonium graveolens Malva rosa . . .
Perilla frutescens Manjericao roxo . . .
Plantago major Tansagem . . 9
Salvia officinalis Salvia . . .
Symphytum officinale Confrei . . .
Taraxacum officinale Dente-de-ledo . . g
Tetradenia riparia Mirra . . 9
Thymus vulgaris Tomilho . . .
Tropaeolum majus Capuchinha . . 9

« se refere que o lipossoma foi produzido e o se refere que o lipossoma n&o foi produzido.

3.10. Caracterizacao dos lipossomas

3.10.1. Diametro hidrodindmico (DH) e indice de polidispersividade (Pdl) obtidos por

epalhamento de luz dindmico, potencial Zeta (pZ) e condutividade elétrica (Cnd-ME) obtidos

por mobilidade eletroforética

Amostras de lipossomas e seus respectivos controles foram diluidos 10x em agua tipo

I, separadamente. As amostras diluidas foram analisadas utilizando um equipamento ZetaSizer

Nano ZS com o médulo de espalhamento de luz dindmico (DLS) para determinagdo do DH,

que inclui o didmetro seco da nanoestrutura acrescido da sua camada de solvatacao, e o Pdl,

que oferece informacdes sobre a uniformidade e/ou dispersividade) das nanoestruturas.
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Posteriormente, o pZ e Cnd-ME foram determinados utilizando outro modulo do equipamento
(mobilidade eletroforética), sendo esta a primeira medida que se relaciona a estabilidade
coloidal dos lipossomas.

Para analise por DLS, o angulo de leitura aplicado foi de 173° utilizando um laser de
hélio-nebnio (4 mW) operando a 633 nm, sendo obtidas trés medidas (replicatas) de cada
amostra em modo automatico a 25°C. Ja para o pZ e Cnd-ME foram obtidas trés aquisi¢des em

modo manual com 20 leituras para cada replicata.

3.10.2. Microscopia de forga atomica (MFA)

A forma (topografia) e o tamanho (altura em Z) dos lipossomas foram avaliados
utilizando um microscopio de forca atdmica comercial SPM-9600. As amostras foram diluidas
100x e aplicadas sobre uma camada de mica muscovita recem-clivada. Para obtencdo das
imagens foram realizadas varreduras em orientacdo XY, que abrangiam areas variando de 5 x
5 a 40 x 40 um? com uma taxa de varredura de 1 Hz, com uma ponteira de silicio conica
integrada a um cantilever retangular com frequéncia de ressonancia de cerca de 250 kHz. Para
0 ajuste das imagens o software SPM-9600 em modo offline foi utilizado, com ajuste

automatico de plano no eixo X, correcdo de linhas no eixo X e de background.

3.10.3. Espectroscopia Raman

Os lipossomas contendo agua (LpV) ou extratos (LpC) foram depositados
separadamente em uma microplaca de aco inoxidavel com 20 deposi¢des sucessivas de 1 pL,
seguidas de secagem, em cada spot. As andlises foram realizadas utilizando um microscopio
confocal Raman Alpha 300 RA acoplado com um médulo laser de diodo TOPTICA SYS XTRA
785 nm e 300 mW. Todas as amostras (LpV e LpC) foram analisadas nas condi¢cdes do modo
de aquisicdo de espectro unico utilizando lente objetiva 100x, filtro de 785 nm, camera de
dispositivo acoplado de carga (CCD) a temperatura de -60°C, tempo de integracdo de 0,2 s e
com 100 acumulagdes. Foram analisadas pelo menos 3 regides distintas em cada amostra e

foram calculadas as médias para gerar cada espectro final.

3.10.4. Determinacao da eficiéncia de encapsulamento (EE) de extratos dos lipossomas

Para avaliar a EE, 500 pL de lipossomas vazios, de lipossomas contendo o0s extratos

etandlicos/aquosos e dos extratos vegetais foram submetidos a ultrafiltragdo em filtro Amicon®
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com limite de excluséo de 3 kDa. A centrifugagéo passou por 3 etapas, todas a 5°C, a primeira
foi a 268 g por 30 min, seguido de 30 min a 1073 g e por fim mais 60 min a 2415 g.

Para a construcdo de uma curva de calibracdo, os extratos etandlicos/aquosos
ultrafiltrados foram diluidos seriadamente a partir da condicdo de diluicdo 1:2 aplicada na
formagcdo de lipossomas (40 mg/mL) até uma diluigdo de 1:128, utilizando um fator de dilui¢do
de 2. Para avaliar a preciséo e repetibilidade e calcular o desvio padrdo da média, trés leituras
independentes de cada amostra foram obtidas. Todas as leituras foram realizadas a 22°C.

Para calcular a EE, o conteudo ultrafiltrado dos lipossomas vazios e cheios foram
diluidos 5 vezes, e a leitura da condutividade elétrica (Cnd) foi realizada em condutivimetro
microprocessado, sempre na temperatura de 22°C. A quantificacdo da EE foi realizada
correlacionando a leitura obtida, ajustada pelos valores obtidos da condutividade da agua tipo |
e do filtrado dos lipossomas vazios, ambos multiplicados pelo fator de diluicdo. Este valor foi

entdo aplicado a equacdo da reta obtida com a curva padrdo para extrato de cada espécie.

3.10.5. Anélise Termogravimétrica (TGA)

A avaliacdo da estabilidade térmica dos lipossomas foi realizada com auxilio de um
analisador termogravimétrico. Para isso, foi observado comportamento da variacdo de massa
dos materiais resultante do aumento gradual da temperatura. As amostras liquidas de
lipossomas foram aquecidas de temperatura ambiente até 600°C a uma taxa de 10°C/min sob
atmosfera de nitrogénio inerte (vazdo de 50 mL/min). Os estudos foram desenvolvidos com 10
mg de amostras que foram colocados em cadinhos de platina. Para analisar particularmente a
detec¢do dos picos de degradacdo maxima das amostras a derivada da curva de perda de massa

foi obtida com auxilio do software SciDAVis.

3.11. Ensaio de atividade antibacteriana
Colonias isoladas de Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC
25923 foram inoculadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido, separadamente, e mantidas a
37°C, 120 rpm overnight em incubadora shaker de bancada. Em seguida, os meios de cultura
com as bactérias foram diluidos em meio liquido LB até a densidade optica (ODeoo) de 0,05.
Para testar a possivel citotoxicidade dos extratos e lipossomas contra E. coli e S. aureus, as
concentragdes das amostras utilizadas foram de 0,256; 0,128, 0,064; 0,032 e 0,016 mg/mL
quando se tratava de extrato e lipossomas a partir do material botanico in natura e de 250
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mg/mL quando se tratava de extrato e lipossomas a partir do material botanico seco. Como
controle positivo, foram utilizadas penicilina e estreptomicina nas concentragdes de 100 U/mL
e 100 ug/mL, respectivamente; e como controle negativo apenas agua tipo 1l autoclavada. As
bactérias foram adicionadas em microplacas e assim incubadas a 37°C em estufa bacteriologica,
com inspecéo visual nos tempos 0, 24, 48 e 72 h.

Nas amostras de extratos e lipossomas a partir do material botanico seco, apds 24 h da
incubacdo em microplaca, a avaliacdo por microgota foi conduzido adicionando 2 pL de cada
suspensdo foram inoculados em meio LB-agar (s6lido) para analise do possivel crescimento

bacteriano nas mesmas condigGes anteriores por mais 48 h.

3.12. Teste de viabilidade em linhagens celulares de mamiferos

O ensaio colorimétrico de reducdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazélio) € um método cléssico para medir a atividade metabdlica celular, sendo assim
um indicador de viabilidade e proliferacdo celular (Liu e Nair., 2010; Santos, L.L.R. et al.,
2004).

3.12.1. Teste de viabilidade com celulas isoladas
Células J774A.1 é uma linhagem celular isolada em 1968 da ascite de camundongo
fémea adulta com sarcoma de células reticulares. As células aderentes J774A.1 (ATCC TIB-
67) foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB); antibidticos penicilina e estreptomicina nas concentraces de 100 U/mL e
100 pug/mL; respectivamente; e antifingico anfotericina B na concentragdo de 25 pug/mL, em
estufa umidificada a 37°C até a obtencdo de confluéncia (Gragnani, A. Morgan, J.R. Ferreira,
L.M., 2002). Para o ensaio, as células foram gentilmente destacadas utilizando um espalhador
de células em superficie gelada. Em seguida, as células foram contadas utilizando uma camara
de Neubauer e solucgdo de azul de tripano 1%. Um total de 1 x 10* células foram incubadas por
pogo com os lipossomas e extratos aquosos e etandlicos/aquosos na concentragcdo de 250
mg/mL diluidos em meio de cultura. Ap6s 24 h de incubagdo, o meio foi removido
cuidadosamente e 0 MTT previamente diluido em tampéo fosfato salina (PBS) foi adicionado
e seguido de incubacao por 2 h. Posteriormente, 100 uL de dimetil sulfoxido (DMSQO) foram
adicionados por pogo e a absorbancia foi medida a 630 nm utilizando um espectrofotdmetro
(Monsmann, T., 1983). Os controles utilizados foram o meio com PBS (controle negativo, foi
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considerado 100% de viabilidade) e meio com DMSO (controle positivo) ambos no mesmo
volume aplicado que as amostras (Supino, R. 1995).

3.12.2. Teste de viabilidade celular com sangue periférico bovino

Foram coletadas 5 amostras de diferentes espécimes de bovinos, com auxilio de um tubo
vacutainer contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) de acordo com a autorizagao
da Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) n° 1915290721 da Embrapa Gado de Leite. A
fracdo da camada leucocitaria foi separada e conduzido um processo de lise das hemécias na
propor¢éo de 1:5 (tampé&o de lise: sangue) por 5 min. Posteriormente, as células foram lavadas
duas vezes com tampéo PBS e foram ressuspendidas com 1 mL de meio DMEM completo,
contendo 10% de SFB e antibidticos penicilina e estreptomicina na concentracdo de 100 U/mL
e 100 pg/mL, respectivamente.

Em seguida, as células foram contadas utilizando cdmara de Neubauer e solugdo de azul
de tripano a 1%. Foram adicionadas 5 x 10° células por pogo, em microplacas de 96 pogos, com
lipossomas e extratos nas concentracdes de 250, 25 e 2,5 mg/mL, e incubadas estufa a 37°C
com 5% de CO> por 72 h. Apos esse tempo, as microplacas foram centrifugadas por 10 min a
1440 rpm e o sobrenadante foi removido e armazenado para testes posteriores. Cerca de 200
pL de meio DMEM completo com 10% de MTT foram adicionados em cada pogo e as
microplacas foram incubadas por mais 4 h em estufa, nas mesmas condicdes, ao abrigo da luz
em papel aluminio.

Mais uma vez, as microplacas foram centrifugadas por 10 min a 1440 rpm, o meio foi
removido e foram adicionados 200 L de isopropanol-acido (0,04 M de HCI em isopropanol).
As células foram ressuspendidas e incubadas, novamente, em estufa a 37°C com 5% CO; por 1
h, ao abrigo da luz em papel aluminio. Por fim, as microplacas foram submetidas a leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm. Como controle negativo, utilizou-se

PBS, e como controle positivo foi utilizado forbol 12-miristato 13- acetato (PMA).

3.13. Quantificacdo de especies reativas

O reagente de Griess foi preparado utilizando 800 puL de uma solucdo 0,1% de
dicloridrato de naftil-1-N etilenodiamina juntamente com 800 pL de uma solucéo contendo 1%
de &cido sulfanilico e 5% de acido fosforico. Esse reagente foi preparado e armazenado a 4°C

até o momento de uso.
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Uma solucdo padrdo de nitrito foi diluida em agua deionizada para obter as
concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625 puM, sendo que essas solugdes foram
preparadas em duplicatas.

Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 130 pL de 4gua deionizada, 20 pL
de reagente de Griess e 150 puL de amostra (que poderia ser a solucdo padréo ou sobrenadante
armazenado no teste de viabilidade celular com sangue periférico). Esta microplaca foi mantida
ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, por 30 min e, por fim, foi realizada a leitura em um

espectrofotbmetro em comprimento de onda de 548 nm.

3.14. Quantificacdo de compostos fenolicos totais

Para a quantificacio de compostos fenolicos totais foi realizado o ensaio
espectrofotométrico a partir do padréo de acido galico, o qual foi utilizado na concentracdo de
1 x 10" mol/L na presenca do reagente Folin-Ciocalteau. A reagdo ocorreu com 130 pL de 4gua
tipo I, 20 pL de amostra, 50 pL de reagente de Folin-Ciocalteau e 100 pL de solucdo de
carbonato de sodio 20%. Essa reacdo é baseada em reacdes de transferéncia de elétrons entre o
reagente e a substancia fenolica. As substancias fendlicas reagem com o reagente de Folin-
Ciocalteu promovendo a mudanga da cor amarela original para azulada/roxo. A coloragéo azul
é relativamente estavel e diretamente proporcional a quantidade de substancias redutoras
presente na reacdo, assim é possivel, mediante uma curva padrdo previamente definida do
padrdo acido galico, quantificar a concentracdo de compostos fendlicos presentes na amostra.
As amostras foram aplicadas entre as concentraces de 0,08 a 0,16 g/mL a fim de que a
concentracdo de fendlicos estivesse dentro da curva padrdo. A amostra e reagente foram
mantidos em contato por 30 min e ap6s esse tempo a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 630 nm. A concentracdo foi correlacionada ao equivalente em acido
galico em cada 100 g de amostra, levando em consideracdo a quantidade de material botanico
seco e posteriormente diluido na formulacéo do extrato.

3.15. Ensaio de atividade antioxidante DPPH
Para o ensaio de atividade antioxidante foi utilizado o padréo acido galico como controle
positivo (na concentracdo final de 0,0017 mg/mL) e metanol como controle negativo. A medida
da atividade antioxidante foi realizada utilizando-se o método espectrofotométrico de DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) adaptado, sendo expressa em porcentagem de inibicdo da
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reacdo, sendo que a reacdo realizada em presenca de metanol considerada como n&o havendo
inibicdo. As amostras foram aplicadas em diferentes concentracdes (0,086 a 1,300 mg/mL) a
fim de manter dentro da concentracdo de inibicdo do DPPH. As amostras e controles foram
incubadas com 450 uL DPPH (0,06 mM) e agitadas a fim de manter a homogeneidade e
mantidas ao abrigo de luz por 60 min. Apds esse tempo foi realizada uma leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm. A absorbancia (Abs) medida foi
correlacionada aos controles a fim de possibilitar a quantificacdo da porcentagem de inibigéo
do DPPH. O DPPH apresenta cor violeta-escuro e apds reacdo com substancia antioxidante
torna-se mais claro chegando até a coloracdo amarela. Por isso para calcular a porcentagem de
inibicdo foi seguida a seguinte equacgéo:

(Abs DPPH — Abs amostra)
Abs DPPH x 100

% inibicao =

3.16. Ensaio de atividade em levedura

Colonias isoladas de Saccharomyces cerevisiae (1VVT97) foram inoculadas em meio
liquido de extrato de levedura peptona dextrose (YEPD) contendo 10% de extrato de levedura
(m/v), 20% de peptona (m/v), 20% de dextrose (m/v), e mantidas a 28°C, 120 rpm overnight
em incubadora shaker de bancada. Em seguida, a cultura de S. cerevisiae foi diluida em meio
liquido YEPD até a densidade dptica (ODsoo) de 0,05. Para testar a possivel citotoxicidade dos
extratos e lipossomas contra S. cerevisiae, as amostras obtidas a partir do material botanico seco
foram aplicadas na concentracdo de 250 mg/mL. Como controle positivo, foi utilizada
anfotericina B na concentragdo de 25 pg/mL e como controle negativo apenas agua tipo il
autoclavada. Apds incubacdo por 24 e 48 h em meio liquido nas microplacas, 2 uL de cada
amostra foram adicionadas em meio YEPD-4gar (sélido) e assim novamente incubados a 28°C
em estufa bacteriolégica, com inspegdo visual nos tempos 0, 24 e 48 h. Os testes foram

realizados em triplicatas.

3.17. Producéo e triagem de hidrogel
Foram produzidos 5 hidrogéis com diferentes concentragbes finais de

carboximetilcelulose e concentracdo de agarose mantida constante:
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Hidrogel 1: 0,5% (m/v) de carboximetilcelulose e 3% (m/v) de agarose;
Hidrogel 2: 1% (m/v) de carboximetilcelulose e 3% (m/v) de agarose;
Hidrogel 3: 1,5% (m/v) de carboximetilcelulose e 3% (m/v) de agarose;
Hidrogel 4: 2,0% (m/v) de carboximetilcelulose e 3% (m/v) de agarose;
Hidrogel 5: 2,5% (m/v) de carboximetilcelulose e 3% (m/v) de agarose;
Os biopolimeros carboximetilcelulose e agarose foram misturados em 5 mL de &gua
tipo Il e deixados em agitacdo com aquecimento até a completa dissolugdo. Apos esse tempo,
os hidrogéis foram agitados com barra magnética e colocados em formas de silicone de 5 cm?.

Os hidrogeis foram inspecionados visualmente e armazenados a 4°C até o momento do uso.

3.18. Caracterizacdo do hidrogel
3.18.1. Teste de intumescimento

Para avaliar a capacidade de intumescimento, 20 mL do hidrogel escolhido por conferir
maior resisténcia mecanica ao gel foi produzido, desenformado e cortado (1,5 x 1,5 cm) com
auxilio de uma espéatula e os cubos de hidrogel obtidos devidamente pesados, sendo esse
considerado o peso inicial dos mesmos (Pi). Em seguida, foram colocados em béqueres
contendo 10 mL de tampdo fosfato salina (PBS) 0,5% (v/v) ou em &gua tipo I. Os béqueres
foram devidamente vedados com filme plastico Parafilm M® e armazenados em temperatura
ambiente por 72 h. A cada 24 h os hidrogéis eram inspecionados, retirados da solucéo salina ou
agua, gentilmente secos e pesados. A cada 24 h o peso final (Pf) e a taxa de intumescimento foi

calculada segundo a seguinte equacao:

Pf — Pi

Taxa de intumescimento (%) = ( ) x 100

3.18.2. Teste de ressecamento

Os hidrogéis confeccionados foram desenformados, cortados (1,5 x 1,5 cm) com auxilio
de uma espétula e pesados. Os mesmos foram colocados em béqueres abertos e deixados em
temperatura ambiente. Seu peso foi averiguado a cada 24 h por até 72 h. Imagens dos hidrogeis

foram registradas ao final das 72 h a fim de avaliar qualitativamente a degradacéo.
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3.18.3. Teste de fixacéo

Os hidrogéis produzidos foram colocados sobre pele sintética para tatuagem e sobre
plastico polietileno e pressionados por 30 s. Em seguida foram invertidos 180° e deixados nessa
posicao até que os hidrogéis se desprendessem por completo (100%). O tempo necessario para

desprendimento foi medido com o auxilio de um cronémetro.

3.18.4. Incorporacéo dos lipossomas em hidrogel

Hidrogéis foram produzidos a partir volume de 500 pL (sendo 250 pL de agua tipo | e
250 pL de lipossomas) na concentracéo final de 2,5% (m/v) de quitosana e 3% (m/v) de agarose.
Os mesmos foram agitados e deixados a 4°C até 0 momento do uso em testes posteriores.

3.18.5. Formagéo de halo de inibigao

Coldnias isoladas de E. coli e S. aureus foram cultivadas em meio LB liquido a uma
temperatura de 37°C overnigth em uma incubadora tipo shaker com agitagéo de 120 rpm. Em
seguida, os meios de cultura com as bactérias foram diluidos em meio liquido LB até a
densidade optica (ODeoo) de 0,05 e inoculados, com auxilio de uma alga drigalsky, em placas
de Petri contendo meio LB sélido. Os hidrogéis ja complexados com lipossomas contendo
extratos aquosos e etandlicos/aquosos advindos do material botanico seco foram posicionados
sobre 0 meio LB sélido e inspecionados visualmente por 24, 48 e 72 h. O halo de inibicédo
formado foi mensurado por meio das imagens fotogréaficas obtidas nos 3 tempos citados acima
com auxilio so software ImageJ. O halo foi medido em 4 posicGes dintintas equivalente a 0°,
90°, 180° e 270°.

3.18.6. Teste de liberacao

Hidrogéis produzidos com o volume final de 500 pL contendo lipossomas (LpV e LpC)
do extrato escolhido ap06s as triagens foram adicionados juntamente com 1 mL de &gua tipo |
dentro de membrana de diélise com massa molecular de exclusdo de 12 - 14 kDa. A membrana
de dialise foi clipada e acondicionada dentro de recipiente com 40 mL de agua tipo I. A
condutividade elétrica do meio externo foi medida nos tempos de 0; 0,25; 0,50; 0,45; 1; 1,5; 2;
2,5; 3; 3,5; 4; 5; 6; 24; 48 e 72 h. O modelo derivado com base na suposi¢do de que durante a
liberacdo do principio ativo (extrato) e os subsequentes processos de difusdo conforme a lei de

Fick foram obedecidos determinando a constante de velocidade (k) (Xu, X., Khan, M.A.,
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Burgess, D.J. 2012). Consequentemente, o teor restante de principio ativo seguiu um aumento
exponencial e, utilizando o balan¢o de massa, o teor de extrato liberado pode ser calculado
conforme mostrado na equacéo abaixo:
Q =100 x (1—e~*)
Onde Q ¢ a porcentagem de liberacdo cumulativa, k € a constante de taxa de liberacao

e t € o tempo (h) apds a adicdo do hidrogel no meio de dialise.

3.19. Analises estatisticas

No intuito de comparar as médias e a significancia estatistica entre as caracteristicas
fisico-quimicas de lipossomas produzidos e teste conduzidos com repeticGes, analises
estatisticas foram realizadas por teste de normalidade em cada tratamento e analise de variancia
(One-way ANOVA) com um posterior teste para comparacdo das médias. Teste Tukey (3 ou
mais comparac@es simultaneas) e teste T (comparacgdes entre duas analises) foram empregados,
onde as diferencas entre as médias foram consideradas estatisticamente significativas quando
P<0,05. O software PAST 3 (Hammer, @., Harper, D.A.T., Ryan, P.D., 2001) foi utilizado.
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CAPITULO I

NANOFORMULACOES A BASE DE LIPOSSOMAS FORMADAS COM
FOSFOLIPIDEOS E EXTRATOS DE MATERIAIS BOTANICOS IN NATURA

Etapa de extragao Etapa de
da clorofila caracterizagao

Etapa de
nanoestruturagao

oIS g

De acordo com a patente W02016119030A1

Figura I1.1 — Resumo gréafico do Capitulo | no qual foi desenvolvido um método facil e barato para
sintese de lipossomas utilizando plantas medicinais. Etapas iniciais para formulagdo de lipossomas a
partir de fosfolipideos extraidos diretamente de folhas e peciolos (apds extragdo de clorofila). A etapa
nanoestruturacdo consistiu em adicionar o préprio extrato aquoso aos fosfolipideos extraidos da mesma
planta. A etapa de caracterizagdo foi importante para confirmar o0 sucesso nas etapas anteriores.
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Resumo

Lipossomas sdo vesiculas concéntricas que apresentam caracteristica anfipatica. Existem varias
metodologias que demonstram a producéo de lipossomas, mas em geral poucos casos utilizam
componentes 100% de fonte vegetal. Dessa forma, esse Capitulo 11 visa formar lipossomas
utilizando compostos extraidos de plantas medicinais para futura incorporacdo em hidrogel e
avaliacdo de bioatividade para futura aplicacdo topica. Para isso, escolheu-se uma metodologia
para sintese de lipossomas adaptada a partir da patente WO2016119030A1. A adaptacédo foi
necessaria visto que se aplicando a mesma metodologia originalmente empregada para
materiais de origem animal, com fontes vegetais, havia também a necessidade de extracdo da
clorofila. Verificou-se que foi possivel nanoestruturar em pelo menos 17 das 20 espécies
utilizando fosfolipideos na formacéo de filmes lipidicos reconstituidos com extrato aquoso do
material boténico in natura. A microscopia de forca atdmica (MFA) demonstrou
nanoestruturas, corroborando o obtido por espalhamento de luz dindmico (DLS). A
espectroscopia Raman indicou picos e bandas correspondentes a formacéo lipossomas. As
avaliacdes de diametro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta
(pZ) demonstram a viabilidade em produzir lipossomas a partir de fontes 100% vegetais, desde
que haja um pré-tratamento para remocao de clorofila, e os resultados mostraram que 0 uso

desses extratos tornou esses nanossistemas, em geral, mais estaveis coloidalmente.

Palavras-chave: Fitolipossomas, Raman, extratos vegetais, plantas medicinais.
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Abstract

Liposomes are concentric vesicles that have amphipathic characteristics. There are several
methodologies that demonstrate the production of liposomes, but in general few cases use 100%
plant-based components. Therefore, this Chapter Il aims to form liposomes using compounds
extracted from medicinal plants for future incorporation into a hydrogel and evaluation of
bioactivity for future topical application. For this, a methodology for liposome synthesis
adapted from patent WO2016119030A1 was chosen. The adaptation was necessary since
applying the same methodology originally used for materials of animal origin, with plant
sources, there was also a need to extract chlorophyll. It was found that it was possible to
nanostructure at least 17 of the 20 species using phospholipids in the formation of lipid films
reconstituted with an aqueous extract of the natural botanical material. Atomic force
microscopy (MFA) demonstrated nanostructures, corroborating that obtained by dynamic light
scattering (DLS). Raman spectroscopy indicated peaks and bands corresponding to liposome
formation. The evaluations of hydrodynamic diameter (DH), polydispersity index (Pdl) and
Zeta potential (pZ) demonstrate the feasibility of producing liposomes from 100% vegetable
sources, as long as there is a pre-treatment to remove chlorophyll, and the results showed that
the use of these extracts made these nanosystems, in general, more colloidally stable.

Keywords: Phytoliposomes, Raman, plant extracts, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Os lipossomas sdo vesiculas de base bioldgica que geralmente tém didmetros variando
de cerca de 20 a 1000 nm e podem carrear compostos hidrofilicos ou hidrofébicos (Contri, R.V.
et al., 2014). Quando considerados os fosfolipideos utilizados para a formulag&o de lipossomas
tem-se 0s sintéticos e os naturais (Batista, C.M., Carvalho, C.M.B., Magalhdes, N.S.S., 2007).
A obtencéo de fosfolipideos sintéticos é uma técnica onerosa e 0s extraidos de fontes naturais
sdo, geralmente, de origens animais ou extraidos de 6leos vegetais.

Uma das possibilidades ainda negligenciadas para a formulacéo de lipossomas seria a
extracdo de fosfolipideos de recursos vegetais (lipossomas vegetais) a partir do material
botanico in natura. No entanto, ndo ha relatos anteriores na literatura sobre a formulacéo de
lipossomas a partir de outros materiais a base de plantas, extraidos particularmente de mais de
20 amostras de plantas medicinais in natura. Assim, a utilizacdo de uma ampla diversidade de
materiais boténicos, além de facilitar a obtencdo de recursos naturais acessiveis, abundantes e
livres de patdgenos humanos, também pode trazer beneficios se o encapsulamento for realizado
com extratos vegetais de plantas medicinais como agentes preventivos e terapéuticos.

Devido a sua capacidade de simular o comportamento das membranas celulares
naturais, os lipossomas tém sido reconhecidos pela industria farmacéutica como um
nanossistema de destaque para veiculacdo de farmacos para o tratamento de doencas
(Nieuwenhuyzen, W.V., Tomas M.C. 2008) e também até mesmo para agricultura (Taylor et
al., 2007). Geralmente para essas aplicacGes sdo desejaveis lipossomas que carreiem compostos
isolados ou combinacdes bem definidas. No que se refere a possibilidade de formar lipossomas
para o transporte de extratos complexos de plantas, eles normalmente sdo para uso alimenticio
com vistas a aumentar a vida Util de diferentes alimentos (Mufioz-Shuguli, C. et al., 2021),
retardando a deteriorag@o bacteriana e 0s processos oxidativos (Tometry, S.S. et al., 2020).

Assim, a formulacdo de lipossomas que apresentem tanto os seus fosfolipideos como
seu contelido bioativo extraidos de uma mesma planta medicinal pode trazer beneficios ndo
apenas para area alimenticia, mas também para area farmacéutica, visto que, seria possivel
formar lipossomas com propriedades bioldgicas como antimicrobiana, antioxidante, etc. Uma
vantagem particular da sintese deste tipo de lipossomas é que eles advém de fontes 100%
naturais e de origem vegetal, podendo, futuramente, serem considerados fitoterapicos. No

Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) promulga que “sdo considerados
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medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais” (Brasil, RDC n° 26, 2014) reduzindo os obstaculos regulatérios que podem impedir a
sua aplicacdo. O uso de plantas medicinais e células vegetais pode diversificar a entrada de
matérias-primas para a extracdo de fosfolipideos e producéo de lipossomas em larga escala e
com atributos desejaveis. O propdsito deste Capitulo Il foi produzir e caracterizar formulacGes
a base de lipossomas extraindo os fosfolipideos e extratos a partir de materiais botanicos in
natura, a fim de diversificar a entrada de matérias-primas e oferecer solu¢des mais sustentaveis,
propondo um novo meétodo de producdo de lipossomas vegetais com possivel atividade

antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

- Desenvolver rota para extracao, isolamento e quantificacdo de fosfolipideos vegetais;

- Produzir formulacdes lipossomais a base de fosfolipideos e extratos vegetais;

- Caracterizar os lipossomas por técnicas de espalhamento de luz dindmico e mobilidade
eletroforética;

- Caracterizar os lipossomas por Microscopia de Forca Atdmica;

- Caracterizar os lipossomas por espectroscopia Raman;

- Testar os lipossomas quanto a possivel atividade antibacteriana.

53



3. METODOLOGIA

A metodologia do presente Capitulo Il esta delineada na Figura 11.2, conforme

explicitado na apresentacdo da Tese, sendo que a descricdo detalhada dos materiais e métodos

se encontra no Capitulo 1.

Capitulo I

Coleta de
material
Botéanico in
natura 20
espécies
Formulagéo (3:511")
de extrato
aquoso Quantifica.
(3.6.1.) clorofila
_ L, | extraida
Quantifica. (3.8.)
fosfolipideo Y
extraido Extracéo de
39.2) | LU Fosfolipideos
(3.9.1)
v
Formulacao
de lipossomas
(3.9.3)

—

thS MFA Raman MIC
3 1903?1 ) (3.10.2) | | (3.10.3)) (3.11)

Figura 11.2 — Fluxograma representativo das metodologias utilizadas para obtencéo dos resultados
apresentados no Capitulo Il da presente Tese. Sendo o retangulo em verde a etapa inicial de coleta de
material botanico; retangulos brancos, etapas intermediérias; e caixas em coloracdo amarela, etapas de
caracterizacdo. Estrutura redonda azul demonstra quais nanomateriais foram produzidos, sendo LpC.in
(lipossoma cheio contendo extrato aquoso obtido a partir de material boténico in natura), LpV
(lipossoma vazio). As numeragdes em negrito abaixo de cada item do fluxograma indicam a numeragao
da secdo na qual essa metodologia foi descrita no Capitulo 1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quantificacéo da clorofila

A etapa de extracdo de clorofila foi uma etapa essencial para que a extracdo de
fosfolipideos acontecesse, visto que a clorofila poderia ser extraida no mesmo solvente utilizado
para extracdo dos fosfolipideos, o cloroformio. A partir dessa etapa foi possivel averiguar que
concentracdes variadas de clorofila foram extraidas, conforme demonstrado na Figura 11.3.
Essas diferentes concentracdes de clorofila extraidas ja sdo reconhecidas pela literatura entre
diferentes espécies, e até mesmo dentro da mesma espécie, dependendo de questBes
relacionadas a sazonalidade, estagio de desenvolvimento, idade e de fatores abidticos e bidticos
aos quais a planta é exposta (Fernandez-Leon, M.F. et al., 2010; Heng-Moss, T.M. et al., 2003).
Para que ndo houvesse a saturacao da solucdo extratora (acetona), apds 20 h houve a troca da
mesma. Percebeu-se um leve aumento na concentracao extraida em 24 h, pois os valores obtidos
anteriormente foram somados aos obtidos apds essa troca. Pode-se perceber que a partir de 24
h de experimento ndo ha mais variacdo da concentracdo total de clorofila extraida, indicando
gue houve a extracdo completa do pigmento. Essa etapa do uso da acetona para remover a
clorofila ndo afeta a composi¢éo e abundancia dos fosfolipideos presentes, pois existem estudos
gue mostram que misturas de fosfolipideos sdo praticamente insollveis em acetona e também
ndo ocorrem modificagdes quimicas expressivas (Joshi, A., Paratkar, S.G., Thorat, B.N., 2006).
Além disso, para minimizar o risco de oxidacao, as amostras foram mantidas a 4°C no escuro

durante todo o processo.
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Figura 1.3 — Curvas cinéticas da concentragdo total de clorofila extraida e liberada durante o intervalo
de tempo avaliado. Processos de extracdo da clorofila total das 20 espécies avaliadas utilizando célculo

realizado a partir de leituras espectrofotométricas nos comprimentos de onda de 633 e 645 nm.

Como se pode observar na Figura Il.4a, as folhas de algumas das espécies avaliadas
apos a etapa de extracdo da clorofila apresentaram cor acastanhada, possivelmente devido a
maior concentracdo de polifenol oxidase, que promove 0 escurecimento enzimatico das folhas
(Martinez. M.V., Whitaker, J.R. 1995). Ja foi verificada uma maior concentracdo de polifenol
oxidase em alfazema (Grebennikova, O. Et al., 2017), indicando assim uma possivel razdo de

seu escurecimento acentuado. Na Figura I1.4b sdo observadas as diferentes coloracdes de 7
F { b)
") > i

solugdes extrativas apo6s 20 h.

a)

¥ R

Figura 11.4 — Imagens representativas da etapa de extracéo da clorofila presente nos materiais botéanicos.
a) Fotografias das folhas de trés espécies diferentes, antes (esquerda) e apos (direita) a etapa de extracdo
da clorofila, sendo de cima para baixo as espécies capuchinha, alfazema e manjericéo roxo; b) Clorofila
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extraida de diferentes espécies vegetais, sendo da esquerda para direita a extracao das espécies: alfavaca,

capuchinha, losha, orégano, tomilho, malva rosa e &gua como controle negativo. A barra preta representa
1cm.

Verifica-se assim que a etapa de extracdo de clorofila aconteceu com éxito, sendo assim

foi possivel avancar o estudo para proximas etapas de extracdo de fosfolipideos.

4.2. Quantificacao de fosfolipideos
Para a quantificacdo de fosfolipideos extraidos dos materiais vegetais foi necessario
primeiramente realizar uma diluicdo seriada de lecitina de soja em acetona, sendo realizadas

trés leituras de cada diluicdo e com os valores obtidos foi elaborada a seguinte curva padréo

(Figura 11.5).
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Figura 11.5 — Curva padrdo da correlacéo entre a concentragdo de lectina de soja (mg/mL) e turbidez
(NTU). A equacéo da reta e o r? sdo apresentados.

As leituras de turbidez das amostras foram correlacionadas com a equacdo da reta
apresentada anteriormente e foi possivel obter a concentracdo de lipideos totais extraidos de
cada amostra e seu desvio padrdo conforme monstrado na Figura I1.6. Dentre os resultados
obtidos, tansagem >>> avel0s 2 > losna = agafrdo > confrei foram as espécies que apresentaram

maiores concentracdes determinadas de lipideos totais.
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Figura 11.6 — Quantificagdo dos lipideos totais extraidos em miligramas por grama de material botanico
in natura.

Lipideos desempenham papéis importantes para as células vegetais no armazenamento
de energia, estruturagdo da membrana celular e vias de sinalizagdo (Tran, T.M. et al., 2019). As
variacfes no contetdo total de lipideos extraidos podem estar correlacionadas ao genotipo
dessas espécies e também aos fatores abioticos as quais elas foram expostas (Cequier-Sanchez,
E. et al., 2008). Um estudo de décadas atrds demonstrou que a composicao lipidica,
principalmente de fosfolipideos, da Tansagem (Plantago major), esta intimamente interligada
a condicdes nutricionais oferecidas para a planta. O baixo teor de sais minerais na terra de
plantio reduziu o nivel de galactolipideos nas raizes das plantas (Kuiper, D. Kuiper, P.J. 1978).
Em outros estudos a quantificacdo de lipideos extraidos normalmente ocorre nas sementes
(Alkhalaf, M.I. et al., 2019; Grygier, A. 2023), visto que essa parte armazena maior quantidade
de lipideos do que as folhas (Reszczynska, E. Hanaka, A. 2020). Sendo assim, hd uma lacuna
na literatura em estudos com quantificacéo de lipideos em folhas, principalmente quando se faz
comparacao entre mais de uma especie.

Quando se trata de classe lipidica de membrana predominante nas plantas, as principais
classes sdo esfingolipideos, fosfoglicerolipideos, galactolipideos e lipideos esterois. Os
esfingolipideos (glicosilceramidas e glicosilinositolfosfoceramidas) estdo presentes em

membranas extraplastidiais de plantas. Os fosfoglicerolipideos (fosfatidilcolina e

58



fosfatidiletanolamina) s&o constituintes abundantes da membrana plasmaética, do tonoplasto e
do reticulo endoplasmatico (Weaver et al., 2011). Os galactolipideos sdo, normalmente,
restritos as membranas dos plastidios, entretanto quando ha deficiéncia de fosfato na planta os
galactolipideos também podem se acumular nas membranas extraplastidias (Weaver, V.,
Dormann, P., Holzl, G., 2013). Por fim, os lipideos esterois representam a terceira classe de
lipideos mais abundante de membrana plasmaética em plantas.

Esses lipideos podem ter uma variacdo grande de sua concentracdo dependendo da
espeécie, do estagio de desenvolvimento da planta, condi¢des de luz, tipo de tecido e até mesmo
se a planta estéa sofrendo algum estresse ou deficiéncia de nutriente (Dyas, L., Goad, L., 1993).
Entdo, a variacdo encontrada no presente estudo é considerada normal visto que espécies
diferentes foram utilizadas com até mesmo locais de plantios distintos. Verificado que foi
possivel extrair lipideos a partir da metodologia utilizada, a etapa seguinte envolveu a avaliacao

da possibilidade de utilizar esses lipideos nanometricamente estruturados em lipossomas.

4.3. Analise por espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta (pZ)

Apds a etapa de extracdo de fosfolipideos dos materiais bioldgicos de cada espécie
houve a producdo espontanea dos lipossomas a partir da hidratacdo dos filmes lipidicos em
agua (LpV) ou extratos aquosos (LpC.in) na concentracdo de 100 mg/mL.

Amostras dos lipossomas produzidos foram diluidas 10x em &gua tipo | e avaliadas por
DLS. Como pode ser observado na Figura I1.7, somente as amostras produzidas com as espécies
avelos 2 (E. tinucalli) e salvia (S. officinalis) ndo indicaram a formacéo de lipossomas quando
0 conteldo do mesmo era agua, sendo que a tentativa de caracterizagdo por DLS resultou em
abortamento da leitura, indicando que ndo haviam estruturas mensuraveis para essas
formulacGes. Na analise de quantificacdo de lipideos, tanto avelds 2 quanto a salvia indicaram
extracao de lipideos totais. Observa-se que avelds 2 apresentou a segunda maior concentracdo
de lipideos extraidos. Portanto, pode-se inferir que a auséncia de nanoestruturacdo nao ocorreu
devido a falta de lipideos. Neste caso, a agua possivelmente nao ofereceu uma pressao osmotica
favoravel para a nanoestruturacdo, sendo possivel apenas com o extrato de cada especie. Além
disso, analisando os lipossomas produzidos com a espécie cavalinha (E. arvense) foi
demonstrada alta polidispersividade, ou seja, com subpopula¢cdes muito distintas, indicando
inclusive que ndo haviam estruturas nanomeétricas (abaixo de 100 nm), na amostra analisada.
Isso pode indicar que os fosfolipideos extraidos desta espécie ndo ofereceram 0s componentes
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necessarios ou foram inadequados para produzir nanossistemas lipossomais estaveis e
monodispersos (LI, Y., Wang, X., Ernst, R.K., 2011).

Avelds 2 - Euphorbia tirucalli Cavalinha - Equisefum arvense
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Figura 11.7 — Curvas de distribuicdo do tamanho (didmetro hidrodindamico) em nimero (%) de tentativas
ndo bem sucedidas de formacdo de lipossomas com fosfolipideos extraidos a partir de materiais
biolégicos de 3 diferentes espécies vegetais. Os lipossomas veiculam apenas agua tipo | (linha azul) ou
extrato aquoso das folhas da propria espécie utilizada para obter os fosfolipideos (linha verde).

Por outro lado, 17 das 20 espécies avaliadas quanto a extracdo de fosfolipideos
possibilitaram a nanoestruturacdo de lipossomas, conforme demonstrado na Figura 11.8, sendo
gue a maioria delas resultaram em suspensées com uma Unica populacdo de nanoestruturas.
Todas as nanoformulagfes lipossomais contendo agua em seu interior (LpV) apresentaram
didmetro hidrodindmico médio menor que 100 nm; 7 das 17 nanoformulagdes produzidas ndo
apresentaram alteracdo expressiva nas distribuicdes de diametros hidrodindmicos quando o
conteddo variou de agua (LpV) para extrato (LpC.in), 8 aumentaram seu DH quando estavam
cheias (LpC.in) e apenas 2 diminuiram. Estudos anteriores demonstraram que quando
lipossomas carreavam extrato ndo havia alteracao significativa dos seus tamanhos (Gortzi, O.
et al., 2008; Ai, Y. et al., 2022). Avaliando a formacao de lipossomas, é importante ressaltar

gue as estruturas se tornaram nanométricas em tamanho, mesmo sem que fossem submetidas a
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algum processo especifico de homogeneizacdo das vesiculas, como a microextrusdo por
membrana. O processo de microextrusao por membrana é oneroso, e isso torna a extracdo de
fosfolipideos de fontes vegetais in natura para a producdo de lipossomas na abordagem
apresentada ainda mais atraente do ponto de vista econdmico. De fato, a extracdo de
fosfolipideos a partir de fontes vegetais podera ser um processo mais acessivel e pratico do que
aquele comumente empregado, principalmente, pela inddstria farmacéutica. Quando se trata de
uma producdo em escala maior, a etapa de extrusdo por membrana também pode ser uma
dificuldade, sendo necessaria, por exemplo, a homogeneizacao de alta pressao (Laouini, A. et
al., 2013; Sorgi, F.L., Huang, L. 1996).

Na Figura I1.8 também é possivel observar as imagens dos tubos que demonstram LpV
(@ esquerda) e LpC.in (a direita), com a maioria delas contrastando quanto a coloracédo
apresentada pelas formulacGes vazia (comumente mais clara) e cheia (comumente com cor mais
pronunciada em funcdo da presenca de extrato vegetal. Em alguns casos ainda foi possivel notar
uma leve coloragdo esverdeada possivelmente em funcédo de residuos de clorofila que podem
ter permanecido.

Avaliando outras caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes, na Tabela I1.1 pode-se
observar que o Pdl aumentou de forma estatisticamente significativa (P<0,05) em apenas 4 das
17 formulagdes quando os lipossomas continham extrato (LpC.in) quando comparados aos
lipossomas contendo apenas agua (LpV). Este resultado foi possivelmente obtido, pois, quando
os fosfolipideos formam espontaneamente uma vesicula e encapsulam o contedo de extratos
(metabdlitos), acabam se estruturando em tamanhos variados. 1sso resultou em uma maior
heterogeneidade nesses lipossomas produzidos que contém extrato do que naqueles que contém
apenas agua e, consequentemente, em um Pdl maior (Mohan, A. et al., 2018). Contudo, destaca-
se que tal comportamento ndo foi observado na maior parte dos lipossomas formados.

Ao avaliar o pZ das suspens@es lipossomais, também é possivel notar que 5 das 17
formulacBes apresentaram pZ maior em modulo de forma estatisticamente significativa
(P<0,05), quando os lipossomas continham extrato vegetal. Esse resultado corrobora com a
literatura, ja que os metabolitos presentes no extrato podem estar também recobrindo 0s
lipossomas, causando alteragcdo no pZ e conferindo maior estabilidade coloidal das
nanoestruturas na suspensdo (Altin, G., Gultekin-Ozguiven, M., Ozcelik, B., 2018). Contudo,
cabe destacar que para a grande maioria dos lipossomas formados ndo houve diferenca
significativa no pZ dos LpC.in quando comparados aos correspondentes LpV.
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Figura 11.8 — Curvas de distribuicdo do tamanho (diametro hidrodindmico) em nimero de lipossomas
produzidos com fosfolipideos extraidos a partir de materiais biologicos de 17 diferentes espécies
vegetais, que apresentaram nanoestruturacdo em lipossomas vazios e contendo extrato. Os lipossomas
podem veicular &gua tipo | (linha azul) ou extrato aquoso das folhas da propria espécie utilizada para
obter os fosfolipideos (linha verde), no lado esquerdo de cada grafico, ha uma imagem com dois tubos
de tampa azul, sendo que o da esquerda contém lipossomas oriundos de filmes lipidicos ressuspensos
em agua e o da direita contém lipossomas que veiculam extrato.
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Tabela 1.1 — Avaliacdo da média aritmética e do desvio padrdo obtidos a partir de trés leituras
realizadas no modo automatico para o indice de polidispersividade (Pdl) e trés leituras no modo manual

20 aquisicdes para o potencial Zeta (pZ).

. . Alfavaca — Ocimum
Caracteristica Lipossomas

Avel6s 1 — Euphorbia  Cénfora — Artemisia

graticimum tularesis alba
Pdl LpV 0,320 + 0,034 0,284 + 0,037 0,541 + 0,144
LpC.in 0,530 + 0,074 0,749 £ 0052 * 0,509 £ 0,126
LpV -175+0,9 -8,3+2,9 -1,4+0,7
pZ (mV) LpC.in 11,0 + 0.4 9.4+05 306 + 1.5
Caracteristica  Lipossomas Capuchinha — Losna — Artemisia ~ Orégano — Origanum
Tropaeolum majus absinthium vulgare
Pdl LpV 0,353 £ 0,116 0,329 £ 0,040 0,360 £ 0,047
LpC.in 0,738 + 0,093* 0,282 + 0,010 0,365 + 0,010
0Z (mV) LpV 51+1,1 -17,1+21 -13,0+£15
LpC.in -208+16* -193+1,1 -29,7+14*
Malva rosa — Manjericio roxo — Alfazema —
Caracteristica Lipossomas Pelargonium Perilla frutescens Lavandula
graveolens angustifolia
Pdl LpV 0,324 + 0,022 0,281 £ 0,017 0,400 £ 0,008
LpC.in 0,908 £ 0,021 * 0,504 £ 0,075 0,523 £ 0,107
0Z (MV) LpV -136+1,7 -82+12 -26,6£1,2
LpC.in -16,0+ 0,6 -11,8+ 2,7 -235+£1,0
- . Tansagem — Plantago  Mimosa — Mimosa  Confrei — Symphytum
Caracteristica Lipossomas major oudica o e
Pdl LpV 0,350 + 0,045 1,000 £ 0,000 0,591 + 0,124
LpC.in 0,461 + 0,099 0,960 + 0,046 0,599 + 0,070
0Z (mV) LpV -25,1+0,3 -31,2+3,9 -279+0,9
LpC.in -24,3 + 0,950 -27,0 + 3,33 -46,1+£2,7*
Caracteristica  Lipossomas Acafrdo — Curcuma  Tomilho — Thymus Babosa — Aloe
longa vulgaris arborescens
Pdl LpV 0,401 + 0,046 0,524 £ 0,104 0,552 + 0,061
LpC.in 0,402 + 0,021 0,763 £ 0,063 * 0,670 £ 0,150
0Z (mV) LpV -250+1,6 -29,7+£0,6 -23,1+£4.6
LpC.in -368+14* -222+28* -124+£04*
Caracteristica  Lipossomas Dente-de-ledo - Mirra — Tetradenia
Taraxacum officinale riparia
Pdl LpV 0,664 + 0,111 0,512 + 0,039
LpC.in 0,819 + 0,165 0,481 +0,179
LpV -50,1+2,2 -43,0+4,2
pZ (mV) LpC.in 270+0,8* -15,8 £0,5*

Anélise estatistica One-way ANOVA com comparagdes de Tukey em pares (p < 0,05), 0 * indica que o
valor é estatisticamente diferente quando se compara lipossomas contendo agua e extrato da mesma

espécie e da mesma caracteristica.
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Com base nos dados fisico-quimicos obtidos, pode-se perceber que em pelo menos 17
das 20 espécies vegetais utilizadas nessa etapa possibilitaram a nanoestruturacdo de LpV e
LpC.in, mesmo sem a utilizacdo de tampdes e sem a utilizacdo de processos baseados em
extrusao por membrana, etapa comumente utilizada na producdo desse tipo de nanossistema.
Estes resultados tornam esta metodologia mais atraente, pratica e menos onerosa que as demais

utilizadas para mesma finalidade.

4.5. Microscopia de forca atdmica (MFA)

A MFA é uma técnica que permite explorar diretamente as propriedades em nanoescala
de muitos materiais, inclusive de lipossomas (Liang, X. Mao, G. Simon Ng, K.Y., 2004),
permitindo a visualiza¢do da topografia das estruturas lipossomais mais proxima de intactas
possivel. A fim de verificar se as nanoestruturas obtidas teriam formacgdes compativeis com
lipossomas, os LpV e LpC.in produzidos utilizando moléculas extraidas de materiais biolégicos
da espécie L. angustifolia (alfazema) foram avaliados por MFA em modo dindmico e foi
possivel observar a presenca de vesiculas esféricas quando avaliado o LpV, reforcando que
houve a formacdo de lipossomas, como demonstra a Figura I11.9a. J& quando avaliadas as
imagens obtidas quando o filme lipidico foi ressuspendido em extrato vegetal para formacao de
lipossomas (Figura 11.9b), ndo foi possivel obter a visualizacdo de estruturas bem definidas,
possivelmente devido a abundancia de moléculas presentes no extrato que poderiam instabilizar
as estruturas durante a etapa de secagem para as analises ou mesmo permanecer circundando
os lipossomas e dificultando as analises por MFA. Esse fato é ainda mais notorio tendo em vista
que as analises em suspensdo destes lipossomas por DLS confirmaram a presenca de

nanoestruturas.

64



70.60
[nm]

5.00 um ‘ 10.00 x 10.00 um G . 5.00 um 10.00 x 10.00 um
Figura 11.9 — Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica de lipossomas produzidos com
moléculas extraidas de material vegetal da espécie L. angustifolia (alfazema). As imagens topograficas
de altura apresentadas foram adquiridas no modo dindmico (fase). a) Lipossomas ressuspensos em agua
em imagem 10 x 10 pm b) Lipossomas ressuspensos em extrato de L. angustifolia (alfazema) em
imagem 10 x 10 um.
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4.6. Espectroscopia Raman

A fim mais uma vez de confirmar a formacdo lipossomal, os espectros Raman de
lipossomas produzidos utilizando moléculas extraidas do material botanico de malva rosa (P.
graveolens) sdo mostrados na Figura 11.10. Os espectros destacam a presenca de diferentes
picos/bandas correspondentes a grupamentos funcionais presentes nos lipossomas formados a
partir de filmes lipidicos reconstituidos apenas com agua ou fito-extrato aquoso de malva rosa.
Os resultados mostram que 0s sinais correspondentes a grupamentos quimicos de moléculas do
fito-extrato suprimiram aqueles associados aos fosfolipideos, corroborando a imagem de MFA
obtida no tépico anterior (Figura 11.9b) em que sé foi possivel visualizar a presenca de uma
camada formada por algum material vegetal sem forma definida.

Ao avaliar os picos/bandas detectados no espectro Raman dos lipossomas produzidos
com o extrato aquoso de malva rosa, chama a atengdo a presenca de um pico de baixa
intensidade centrado em 185 cm™ que pode ser atribuido a torgdo de CH, t(CH) (Faganha Filho,
P.F. et al., 2008). A ligagdo C—H ¢, sem duvida, uma das mais comuns em compostos
organicos, como 0s comumente encontrados em metabdlitos secundarios presentes em extratos
aquosos de plantas. Um pico de intensidade baixa centrado em 506 cm™ é provavelmente
devido as frequéncias de equilibrio dos grupos carboxilicos O—C—O (Pawlukoj¢, A. et al.,

2005) que podem estar presentes nas moléculas de extratos vegetais. A literatura ja confirmou
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a presenca de alguns metabdlitos secundarios no extrato aquoso de P. graveolens, tais como:
kaempferol 3,7-di-O-glu, isorhamnetin aglicona, quercetina 3-O-glu, quercetina 3-O-pent e
kaempferol 3-O-rha-glu (Boukhris, M. et al., 2013). O pico em 909 cm™ é relatado por alguns
autores como possivelmente relacionado ao acido esteérico, presente em 6leos e gorduras
animais e vegetais, mais especificamente referindo-se a ligagdo C—C (ligada a carboxila)
(Altunbek, M., Kelestemur, S., Culha, M., 2015; Hu, Z.S., Hsu, S.M., Em Wang, P., 1992). No
entanto, a presenca de acido estearico, um acido graxo, em lipossomas contendo extratos
aquosos e improvavel e este estando presente em fosfolipideos, possivelmente nédo teria esse
sinal vibracional. Assim, parece razoavel que o pico centrado em 909 cm™ possa estar
relacionado a alguma deformacéo angular fora do plano C—H de algum composto organico
ndo identificado, talvez alcenos (Gelder, J.D. et al., 2007). Finalmente, o pico
proporcionalmente mais intenso em 1478 cm ja foi relatado na literatura como um sinal Raman
caracteristico de lipideos diterpénicos presentes em alguns extratos vegetais (Rubayiza, A.B.,
Meurens, M. 2005; Figueiredo, L.P. et al., 2019).

Ao avaliar os picos atribuidos no espectro Raman de lipossomas formados a partir de
filmes lipidicos ressuspensos apenas em agua, o pico agudo centrado em 1169 cm™ pode ser
devido as vibragdes de curvatura C—H no plano (Liu, X. et al., 2008). Além disso, 0 pico em
1304 cm! ja foi relatado em algumas analises espectrais Raman de regides ricas em lipideos e
pode ser atribuido ao modo de torcdo de fase CH. (Kaliaperumal, V., Hamaguchi, H. 2012;
Takai, Y., Masuko, T., Takeuchi, H., 1997). No entanto, o achado mais interessante foi
provavelmente a presenca de um pico em 1494 cm™ que ocorre em micelas e lipossomas a base
de surfactantes (Pevzner, E., Ehrenberg, B., Loew, L.M., 1993). Este sinal normalmente nédo
muda, mesmo que o conteido veiculado nas nanoestruturas seja variado, uma vez que se refere
a vibracdes localizadas dentro da porcdo hidrofébica das bicamadas lipidicas. Por fim, o pico
em 1585 cm™* também reforca a formacéo de vesiculas a base de fosfolipideos, uma vez que se

refere ao alongamento olefinico de lipideos C=C (Shen, A. et al., 2005).
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Figura 11.10 — Espectros Raman obtidos a partir da suspensdo de lipossomas aplicados em placa de ago
inoxidavel, com lipossomas veiculando agua (LpV; linha preta) e lipossomas veiculando extrato aquoso
de P. graveolens (LpC.in; linha verde) e seus respectivos picos e bandas assinalados.

4.7. Ensaio de atividade antibacteriana

Ap0s 24 e 48 h de monitoramento avaliou-se por inspe¢do visual o crescimento de
bactérias nos po¢os de microplacas e percebeu-se que houve crescimento de bactérias (E. coli
e S. aureus) em todos 0s po¢os nas concentracdes de lipossomas e extratos livres investigadas,
exceto naqueles pocos que continham os antibidticos (controle positivo). Avaliando pela
literatura percebeu-se que as concentracOes utilizadas dos extratos foram bastante inferiores
aquelas utilizadas em ensaios de atividade antibacteriana (Bussmann, R.W. et al., 2010). A
concentracdo utilizada por aqueles autores para apresentar atividade contra S. aureus de
orégano (Origanum vulgare) foi de 128 mg/mL e neste ensaio de atividade antibacteriana
utilizado teve como concentracdo maxima de 0,256 mg/mL, diferenca de muitas ordens de
grandeza (500x). Por esse motivo, novos testes com concentragdes aumentadas foram

conduzidos posteriormente (Capitulo 111).

67



5. CONCLUSOES PARCIAIS

Conseguiu-se obter nanoformulacdes de lipossomas 100% de origem vegetal com
diversas especies de plantas medicinais in natura, sendo esse fato por si inédito na literatura,
em especifico quando se veicula extrato aquoso da prépria espécie. Essa metodologia
desenvolvida pode se tornar uma vertente muito requerida no futuro para o desenvolvimento de
formulacGes farmacéuticas que ndo utilizam produtos de origem animal. Ja que se sabe que
lipossomas conferem liberacdo sustentada de principios ativos, e por estarem futuramente
impregnados nesta Tese em uma estrutura tridimensional como o hidrogel, espera-se melhorar
ainda mais a sua estabilidade. A metodologia empregada foi distinta em relacdo aquela utilizada
com fosfolipideos de origem animal, com a inclusdo de uma etapa adicional quando se utiliza
0s materiais vegetais, mas ndo foi necessaria a etapa de extrusdo por membrana ou outras
técnicas de homogeneizacao, etapas que tornam, em geral, onerosa a fabricacéo de lipossomas.
Os lipossomas vegetais apresentaram DH de 33,55 + 18,08 nm a 651,7 £ 29,97 nm, sendo a
maioria deles apresentou uma Unica populacao de nanoestruturas. Para confirmar a presenca de
vesiculas foi realizada avaliacdo por MFA que confirmou a presenca de nanoestruturas quando
ressupensos em agua, mas com desafios técnicos ainda para avaliar os lipossomas veiculando
extrato vegetal. Ja com a avaliacdo por espectroscopia Raman foi possivel confirmar que essas
nanoestruturas apresentaram alguns picos e bandas correspondetes aos esperados para
lipossomas. Contudo, nos ensaios de concentracdo inibitéria minima ficou evidente que as
concentracdes de extrato utilizadas foram muito baixas em compara¢do com outros ensaios ja
descritos na literatura com algumas dessas espécies e que mostraram atividade antibacteriana,
necessitando assim de concentracGes mais altas e realizacdo de novos ensaios. De todo modo,
conseguiu-se desenvolver lipossomas a partir de recursos vegetais, mas com base nos resultados

obtidos até o0 momento ainda mostraram necessidade de otimizacéo das formulagdes.
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CAPITULO Il

EXTRATOS DE PLANTAS E LIPOSSOMAS COM PROPRIEDADES
ANTIMICROBIANAS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E NAO CITOTOXICIDADE
EM CELULAS EUCARIOTICAS

YY)

< AR

Figura I11.1 — Resumo gréfico do Capitulo Ill, sendo que a partir de 11 materiais botanicos secos
realizou-se uma triagem de quais apresentam atividade antibacteriana, capacidade antioxidante e que
ndo tenham citotoxicidade sobre células eucaridticas.
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Resumo

Os extratos de plantas, uma rica fonte de metabdlitos secundarios, tém sido parte integrante da
medicina tradicional, muitas vezes exibindo propriedades antimicrobianas e antioxidantes.
Aproveitando esses atributos, a industria farmacéutica pode incorporar esses compostos
naturais em nanoformulagdes. Dada a suscetibilidade da pele a patdgenos, a busca por extratos
de plantas que revelem potencial antimicrobiano e antioxidante, preservando a integridade das
células epiteliais, e assim possa ser nanoestruturado assume grande importancia. Este capitulo
se concentrou na triagem de extratos vegetais aquosos e etanolicos/aquosos de custo baixo que
podem ser veiculados em lipossomas. Dos 11 extratos aquosos, 11 etanolicos/aquosos e 11
lipossomas contendo extrato etandlicos/aquosos avaliados, pelo menos 4 (2 nanoformulacdes e
2 extratos) exibiram atividade bactericida contra S. aureus, potente atividade antioxidante e ndo
alteraram a viabilidade celular eucariética. Extratos de alfazema (Lavandula officinalis) e
orégano (Origanum vulgare) surgiram como candidatos em potencial para aplicagdes topicas.
Outros extratos e lipossomas também revelaram efeitos especificos antimicrobianos ou em
células eucaridticas, sugerindo aplicacGes futuras. Essas descobertas impulsionam a busca por
agentes bioativos, oferecendo beneficios antimicrobianos sem comprometer a viabilidade das

células eucarioticas.

Palavras-chave: Bioativos; Fitoquimicos; Antioxidante; Extrato vegetal; Viabilidade celular.
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Abstract

Plant extracts, a rich source of secondary metabolites, have been an integral part of traditional
medicine, often exhibiting antimicrobial and antioxidant properties. Taking advantage of these
attributes, the pharmaceutical industry can incorporate these natural compounds into
nanoformulations. Given the skin’s susceptibility to pathogens, the search for plant extracts that
reveal antimicrobial and antioxidant potential, preserving the integrity of epithelial cells, and
that can be nanostructured is of great importance. This chapter focused on screening low-cost
aqueous and ethanolic/aqueous plant extracts that can be delivered in liposomes. Of the 11
aqueous, 11 ethanolic/aqueous extracts and 11 liposomes containing ethanolic/aqueous extract
evaluated, at least 4 (2 nanoformulations and 2 extracts) exhibited bactericidal activity against
S. aureus, potent antioxidant activity and did not alter eukaryotic cell viability. Extracts of
lavender (Lavandula officinalis) and oregano (Origanum vulgare) have emerged as potential
candidates for topical applications. Other extracts and liposomes have also revealed specific
antimicrobial or eukaryotic cell effects, suggesting future applications. These discoveries drive
the search for bioactive agents offering antimicrobial benefits without compromising the

viability of eukaryotic cells.

Keywords: Bioactives; Phytochemicals; Antioxidant; Plant extract; Cell viability.
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1. INTRODUCAO

Numerosos extratos de plantas exibem atividades antimicrobianas e antioxidantes. De
fato, extratos obtidos por extracdo com solventes organicos sdo amplamente testados e
estudados para essas atividades; no entanto, a maioria deles ndo seguem os principios da
quimica verde. Por outro lado, extratos aquosos e etandlicos de plantas especificas tém sido
reconhecidos por suas atividades antioxidantes e até antimicrobianas, a0 mesmo tempo em que
estes solventes sdo perfeitamente alinhados com muitos principios da quimica verde. As
propriedades bioativas de extratos vegetais sdo atribuidas a presencga de metabolitos secundarios
(Ifesan, B.O.T. et al.,, 2013; Vaou, N. et al., 2021). Esses compostos sdo 0s principais
responsaveis pelas funcbes adaptativas e de defesa inata das plantas (Kutchan, T.M. 2001).

Metabolitos secundarios como os flavondides sdo compostos que ja foram utilizados
como suplementos dietéticos e tém atividade antimicrobiana (Parhi, B., Bjarativa, D., Swain,
S.K. 2020). Taninos foram aplicados desde curtimento do couro até pelos seus efeitos
antitumorais e anti-oncogénicos (Pizzi, A. 2019). Saponinas ja foram estudados quanto sua
atividade anticolesterolémica e anticancerigena (Gugli-Ustiindag, O., Mazza, G. 2007).
Antraquinonas sao aplicadas a séculos como corantes, mas também apresentam aplicacdes
meédicas como laxante, antimicrobianos e anti-inflamatérios (Malik, E.M., Miiller, C.E. 2016).
Em alguns casos, 0 metabolismo desses compostos apenas é ativado em condices fisiologicas
estressantes. Compostos antimicrobianos de plantas medicinais podem ter diferentes
mecanismos de acdo contra bactérias, fungos, virus e protozoarios em compara¢do com
antimicrobianos utilizados pela indUstria farmacéutica (Shankar, S.R. et al., 2010). Atualmente,
uma porcentagem expressiva dos medicamentos prescritos € derivada de plantas, e estima-se
gue 60% dos antimicrobianos sejam fabricados a partir de produtos naturais, incluindo plantas
(Gunjan, M. et al., 2015).

A atividade antioxidante dos extratos vegetais esta associada a presenca de compostos
fenolicos, que sdo metabolitos secundarios de diversas classes amplamente estudadas, incluindo
flavonoides, acidos fendlicos, taninos, estilbenos, etc (Ignat, I. Volf, 1., Popa, V.I. 2011; Oroian,
M. Escriche, 1. 2015). A presenca e a concentracdo de metabdlitos secundarios podem variar
muito entre diferentes espécies de plantas (Heinonen, E.M. Meyer, A.S., Frankel, E.N. 1998).
Formulacbes de medicamentos utilizando extratos de plantas ou metabdlitos secundarios de

plantas sdo utilizadas para a prevencgdo e tratamento de vérias doencas, incluindo condigdes
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relacionadas a pele e até mesmo céncer de pele (Khalaf, N.A. et al., 2008; Khan, T. et al., 2019;
ljaz, S. et al., 2018). A atividade antioxidante estd intimamente ligada & neutralizacdo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS). Estudos tém mostrado que os compostos fenolicos séo
sequestradores de ROS eficientes. Esses compostos agem neutralizando os radicais livres,
ajudando a proteger as células contra danos oxidativos (Durand, E. et al., 2017). Embora a
funcionalidade antioxidante ndo esteja inerentemente interconectada com a eficacia
antimicrobiana, certos compostos podem manifestar atributos duplos de ambas as atividades,
suscitando a possibilidade de desenvolvimento de medicamentos multifuncionais. Por exemplo,
certos polifendis encontrados no cha verde e nas frutas vermelhas mostraram propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (Merecz-Sadowska, A. et al., 2021).

A pele, como nossa barreira mais externa, esta exposta a muitos patdgenos. As infec¢des
por Staphylococcus aureus tornaram-se um problema de saude publica, sobretudo devido ao
aumento de cepas bacterianas altamente resistentes aos antibidticos convencionais (Pfalzgraff,
A., Brandenburg, K., Weindl, G., 2018). Portanto, seria importante identificar compostos ativos
naturais com propriedades antimicrobianas, que ndo sejam toxicos para células eucarioticas e
ainda possam ser veiculados em nanossistemas, como lipossomas, para desenvolver produtos
para uso topico. O prop6sito deste Capitulo Il foi prospectar extratos vegetais utilizando
solventes que atendam aos principios verdes (dgua e etanol) e tenham producdo de custo baixo,
possam ser nanoestruturados na forma de lipossomas e que apresentem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes sem afetar expressivamente a viabilidade de células

eucarioticas.
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2. OBJETIVOS

- Realizar triagem fitoquimica de extratos a fim de definir a possivel presenca de classes de
metabdlitos secundarios;

- Produzir formulagdes lipossomais a base de fosfolipideos e extratos vegetais;

- Caracterizar os lipossomas por técnicas de espalhamento de luz dindmico e mobilidade
eletroforética;

- Testar os lipossomas quanto a possivel atividade antibacteriana;

- Verificar a viabilidade celular de linhagem isolada de mamifero frente a lipossomas e extratos;
- Testar os lipossomas quanto a possivel capacidade antioxidante.
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3. METODOLOGIA

A estrutura da metodologia do presente Capitulo 111 esta delineada na Figura 111.2. Como
foi informado na apresentacdo da Tese, uma explicacdo mais minuciosa dos materiais e métodos

pode ser encontrada no Capitulo 1.

Capitulo I

Material
Botanico
seco 11
espécies
(3.5.2.)

Triagem Formulacao Formulacéao

de extrato de extrato

etandlico aquoso
(3.6.3.) (3.6.2)

MIC J
(3.11)

Formulacao
de lipossomas
(3.9.3)

LpC.sec.et

LpV —\

MIC;MTT | |Quantifica.| | Atividade
fendlicos | |antioxidan.
(3.14.) (3.15.)

DLS
Zeta

(3.10.1.)

Figura I11.2 — Fluxograma da metodologia empregada no Capitulo Il da presente Tese. O retangulo
em verde representa a etapa inicial de coleta de material botanico; retdngulos brancos representam etapas
intermediérias; formas de coloracdo amarela representam etapas de caracterizagdo. A estrutura redonda
azul demonstra quais nanomateriais foram produzidos (LpV e LpC.sec.et). As numera¢des em negrito
abaixo de cada item do fluxograma indicam a se¢do na qual essa metodologia foi descrita no Capitulo
l.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Triagem fitoquimica

Metabolitos secundarios de plantas abrangem uma gama diversificada de compostos
quimicos que ndo sdo produzidos como parte do metabolismo priméario das plantas, muitas
vezes ndo essenciais para o crescimento. Dentro deste espectro, alcaloides, flavonoides e
taninos desempenham papéis multifacetados, abrangendo aplicacfes na medicina, nutricdo e
industria (Singh, R., et al., 2017). Por esse motivo, a triagem desses compostos em extratos
vegetais torna-se imperativa ja que possiveis aplicacbes podem ser identificadas.

De fato, considerando as espécies em avaliacdo nesta Tese, todas ja foram avaliadas em
algum nivel guanto a presenca de metabdlitos secundarios em extratos. Contudo, ha ampla
evidéncia no estado da arte de que mesmo que estudos anteriores atestem a presenca de
determinada classe de metabdlitos secundarios, isso ndo assegura que qualquer extrato com
materiais oriundos da mesma espécie também terdo a presenca destes compostos. Isso se da em
funcdo de diferentes condicdes extrativas, estagio de desenvolvimento, condig¢bes de cultivo,
parte da planta, ou mesmo devido a diversidade genética das espécies (Prinsloo, G. Nogemane,
N. 2018).

Estudos sobre triagem fitoquimica qualitativa de acafrdo também demonstraram a
presenca abundante de flavonoides e quantidades menores de saponinas, como confirmado na
presente Tese, na qual também foi confirmada a presenca de taninos. Estudos inferem que a
presenca de classes de metabolitos como taninos, saponinas e alcaloides na amostra podem ser
responsaveis pelas atividades antimicrobiana, antimutagénica, anticancerigena,
antileshimaniose, antioxidante e anti-gota do acgafrdo (Albaquami, J.J. et al., 2022; Ullah, N.,
2011).

Extrato de alfazema, reconhecida pela citotoxicidade apresentada, ja demonstrou a
presenca de taninos e saponinas (Braguini, W.L., Alves, B.B., Pires, N.V., 2019), um achado
consistente com o do presente estudo.

Cavalinha, conhecida por sua atividade anti-inflamatdria e antidiabética, normalmente
é utilizada no preparo de infusdes utilizadas em banhos de pele. Ja foi demonstrado, em estudo
anterior, a presenga de flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas em extrato etanolico/aquoso
de cavalinha (Hoque, A.S. et al., 2016). No presente estudo também foi verificada a presenca
das mesmas classes de compostos, com excecao de alcaloides que nédo foram testados.
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Estudo anterior j& demonstrou que o extrato metanolico de confrei apresenta mais
reagdes positivas do que o extrato etandlico, no extrato etandlico 50%, ja havia sido confirmada
a presenca de flavonoides, alcaloides e flavonas (Neagu, E., Paun, G., Radu, L.G., 2011). Na
presente Tese com extrato etanolico 70% também foi confirmada a presenca de flavonoides e
saponinas.

Triagem fitoquimica dos extratos brutos de malva rosa havia indicado a presencga de
componentes bioativos como alcaloides, flavonoides, alcoois, fendis, esteroides e taninos
(Paltiyan, J.C., Dumale, J.V., Divina, C.C., 2017). Desses compostos aqueles testados no
presente estudo (flavonoides e taninos) foram confirmados, mas também se detectou a presenca
de saponinas.

Estudo anterior com manjericdo roxo demonstrou sua propriedade antifungica e também
indicou a presenca de flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas (Amadi, J.E., Salami, S. O.,
Eze, C.S. 2010). Quando estes achados sdo comparandos com os presentes resultados nédo foi
confirmada a presenca de flavonoides, mas apenas de taninos e saponinas entre as classes de
compostos testadas.

Uma triagem fitoquimica prévia do extrato etandlico/aquoso de orégano havia
divulgado anteriormente flavonoides e taninos (Cortés-Chitala, M.d.C. et al., 2020), em
alinhamento com os achados desta Tese. Esses compostos sdo reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes, sendo que suas presencas ja foram documentadas em ambos
extratos aquoso e etandlico, bem como em 6leo essencial de orégano, amplificando ainda mais
o potencial dos achados do presente estudo para esta espécie (Al-Hijazeen, M. et al., 2018;
Capeka, E., Mareczek, A., Leja, M., 2005; Al-Bandak, G., Oreopoulou, V., 2007; Kosar, M.,
2003).

Em extratos metanolicos de tomilho, autores evidenciaram a abundante presenca de
flavonoides (Hossain, M.A., et al., 2013), o que ndo foi verificado em extrato etandlico do
presente estudo. Em outro estudo o extrato etandlico de tomilho indicou a presenca de
flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas (Shaban, N.S. et al., 2015), mais uma vez com
achados distintos do presente estudo no quesito de flavonoides, mas corroborando com taninos
e saponinas. Esse tipo de diferenca é comum na literatura cientifica referente a triagens
fitoquimicas e podem ter diferentes possibilidades de explicagédo, particularmente devido as
diferencas entre os materiais biologicos, variacdes de fatores abidticos e bidticos que as plantas
estdo expostas.
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Notavelmente, os extratos de alfavaca, losna e sélvia exibiram exclusivamente
saponinas, divergente dos dados da literatura que demonstram que em todas essas espécies ja
foram verificadas a presenca de pelo menos flavonoides (Venuprasad, M.P. et al., 2014.;
Boudjelal, A. et al., 2020; Afonso, A.F. et al., 2019). Um resumo de todos os resultados das

reacOes pode ser encontrado na Tabela I11.1.

Tabela I11.1 — Qualificagdo da presenca ou auséncia das classes de metabolitos secundarios com base
em cada reacéo.

Flavonoides Antraquinonas Taninos Saponinas
o 9 wn o 9

® e L] . - @ -2 2 o n D 8 5 ®

Amostras S o g g B s %% %% o8 & % SSoe 88 g8 E£%

= CEce 82 EZ ES Sco 2 B GTw S8 5§ g3 23

B S22 2% 85 5° 5£ g & £ £S5 8° =2 EQ §%

@] 0O Ro M m o s o o ® < o © et

s Qo s O o L
Acafrdo 4+ At - - - ++ + ++ 4t - -
Alfavaca + - +++ - - - - +++ - ++ +++ - ++ 3
Alfazema +++ - ++ + - - - +++  4++ 4+ ++ +
Cavalinha + +  +++ - - - - +++ - ++ + + + +
Confrei ++ + +++ + - - - +++ - ++ ++ - 3 3
Losna + - + - - - - ++ - ++ ++ - + +
Malva rosa + + o+t + - - - +++ - ++ ++ ++ + +
Manjericéo + - +++ - - - - +++ - ++ + + 3 3
Orégano ++ + o+ 4+ + - - +++  ++ At - + -
Salvia ++++ - ++ - - - - +++ - ++ A+t - +++ ++
Tomilho +++ + +++ - - - - +++ At - 3 3
Nota: “+” indica a presenca da classe de metabdlitos secundarios; “-” demonstra que a reagcdo ndo

indicou a presenca da classe de metabolitos secundarios. Um nimero maior de simbolos “+” indica uma
reacdo visualmente mais expressiva. A coloracdo verde indica o resultado positivo para a classe de
metabolitos secundarios apresentada, com resultados positivos em > 80% das reagdes.

De fato, com base nos presentes achados confrontados com aqueles disponiveis no
estado da arte, é notéria a importancia da etapa de triagem fitoquimica para inferir sobre a
presenca de classes de compostos nos materiais botanicos e permitir correlagdo com 0s
potenciais usos e atividades vislumbradas, além da defini¢do do tipo de eventual nanossistema

mais adequado & veiculacdo desses compostos presentes nos extratos.

4.2. Ensaio de atividade antibacteriana dos extratos
Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram incubadas com extratos aquosos e
etandlicos/aquosos por 24 h. Nessa avaliagcdo visual ndo foi possivel identificar se houve

crescimento ou ndo de bacterias em funcdo da turbidez do meio de cultivo devido a coloragéo
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acentuada dos extratos como estd demonstrado na Figura I11.3. Assim, a avaliagdo da possivel
atividade antimicrobiana ocorreu 24 h apds com a inoculacdo em meio LB sélido, conforme
demonstrado na Figura I11.4. Os resultados obtidos mostraram que nenhum extrato, seja aquoso
ou etandlico/aquoso, apresentou atividade bactericida contra E. coli, porém em S. aureus 0s
extratos etanolicos/aquosos de alfavaca, alfazema, manjericdo, orégano, tomilho e sélvia

exibiram atividade bactericida visto que ndo houve o crescimento em meio LB sélido.

Figura 111.3 — Detalhes de microplacas de 96 pogos contendo extratos etan6licos/aquosos e controles
incubados com bactérias em meio LB liquido. A) Demonstragdo com amostras em triplicatas, da
esquerda para a direita, de antibidtico, meio LB, meio LB com &gua e meio LB inoculado com bactéria
Gram-positiva. Em b) E. coli e ¢) S. aureus, as amostras sdo dispostas na seguinte ordem da esquerda
para direita e de cima para baixo: alfavaca, confrei, malva rosa, losha, alfazema, manjericdo, salvia,
acafréo, cavalinha, orégano e tomilho. A barra preta representa 1 cm.

Ja foi demonstrado que os 6leos essenciais de alfavaca e alfazema apresentam atividade
antimicrobiana contra E. coli e S. aureus (Danh, L.T. et al., 2013; Hossain, M.A. et al., 2010) e
0 6leo essencial de orégano contra E. coli (Busatta, C. et al., 2007). Porém o processo de
extracdo de Oleos essenciais em geral € mais trabalhoso e oneroso do que a producgdo de um
extrato etanolico/aquoso conforme demonstrado nesse trabalho, além do perfil de
fitocompostos extraidos ser distinto. Estudos in vitro demonstraram que 0 manjericdo in natura,
que ja é amplamente utilizado na culinaria, apresenta aplica¢cbes medicinais e ja existem 271
compostos ativos descritos (Ahmed, H.M. 2018). O extrato metanolico de salvia também
apresenta atividade antibacteriana contra S. aureus (Et-Touys, A. et al., 2016). Porém, nenhum
desses estudos citados anteriormente compararam as atividades antimicrobianas em condicoes
semelhantes de ensaios. Somente comparando as atividades nas mesmas condig¢des torna-se

possivel inferir sobre o extrato de qual planta teria 0 uso mais indicado para determinada
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atividade medicinal. Também nenhum desses estudos anteriores usavam extratos
etandlicos/aquosos, ou mesmo comparavam todas essas espécies utilizando o mesmo tipo de
extrato. O emprego de solventes verdes como a agua e o etanol diminuem o custo de producéo,
ja que ambos séo solventes amplamente disponiveis e de baixo custo, sendo assim facilitaria
uma futura pesquisa que explore um nimero de amostras maior. Essa utilizagdo de solventes
verdes (etandlico/aquoso) também é amigavel ao meio ambiente quando comparada aos demais
estudos citados que acabam usando solventes organicos potencialmente nocivos. A agua e o
etanol podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis, tem baixa toxicidade, baixo impacto

ambiental e podem ser reciclados e reutilizados (Bubalo, M.C. et al., 2018).

a)

Figura 111.4 — Detalhes de uma microplaca de 24 pocos contendo extratos etanélicos/aquosos e
controles incubados com bactérias em meio LB sélido. Cada poco representa uma amostra, comegando
pela primeira linha da esquerda para direita: alfavaca, confrei, malva, losna, alfazema, manjericéo,
salvia, acafrdo, cavalinha, orégano, tomilho e antibiético. O painel a) referente a bactéria E. coli, e 0
painel b) referente a bactéria S. aureus. A barra preta representa 1 cm.

Selecionar pelo menos 6 extratos (etandlicos/aquosos) de 22 extratos (11 aquosos e 11
etandlicos/aquosos) que tenham atividade contra S. aureus, que é uma bactéria que pode levar
a complicacOes de pele e estd comumente associada a infec¢des cutaneas e respiratdrias, pode
apresentar uma serie de beneficios, sendo uma possibilidade para combinagdo com outros
tratamentos e até mesmo uma possivel alternativa aos antibidticos convencionais, sempre
avaliando o baixo risco de efeitos colaterais sisttmicos.

Correlacionando o0s extratos que apresentaram atividade com o0s metabolitos

secundarios presentes neles caracterizados durante a etapa de triagem fitoquimica, pode-se
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observar que alfavaca e sélvia apresentaram apenas saponinas; alfazema, manjericéo e tomilho
apresentaram taninos e saponinas; e orégano apresentou flavonoides e taninos, ndo sendo
observado qualquer padrdo que correlacionasse diretamente com os efeitos bactericidas. Estudo
anterior demonstrou que a acdo sobre microrganismos pode advir de uma classe de compostos
predominante, apesar de também haver a possibilidade de a acdo acontecer por um efeito
sinérgico de compostos ativos (Pereira, V. et al.,, 2014). Percebendo que extratos
etanolicos/aquosos foram os Unicos que apresentaram atividade bactericida, com extratos de 5

espeécies, a partir desse ponto o desenvolvimento da Tese se dard apenas com estes extratos.

4.3. Andlise por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta (pZ)

Os extratos utilizados no presente Capitulo 111 sdo exclusivamente etan6licos/aquosos
na concentracdo de 2500 mg/mL, entretanto, os fosfolipideos seguiram sendo extraidos do
material botanico in natura. Entdo, os lipossomas foram sintetizados como LpV e LpC.sec.et.
Os LpC deste capitulo apresentaram uma coloracdo mais intensa do que os do Capitulo I1, uma
vez que a concentracdo dos extratos utilizados foi maior. Os nanossistemas lipossomais ndo
foram submetidos a processo de extrusdo em membrana ou qualquer outra técnica para
homogeneizacdo das vesiculas. Os lipossomas produzidos espontaneamente mediante
reconstituicdo dos filmes lipidicos foram armazenados a 4°C até o momento de seu uso.

Amostras dos lipossomas foram diluidas 10x em &gua tipo | e avaliadas por DLS. Como
pode ser visto na Figura I11.5, somente o LpC.sec.et contendo extrato etandlico/aquoso de
manjericdo ndo apresentou nanoestruturacdo com base nos resultados obtidos. Os LpC.sec.et
contendo extrato de confrei e tomilho apresentaram duas subpopulagdes, enquanto losna e
malva rosa apresentaram a formacdo em banda bastante larga, indicando que possivelmente
também ha mais de uma populacdo nas amostras com tamanhos mais proximos. Todas as
demais formulacbes lipossomais apresentaram somente uma populacdo de particulas. O
tamanho dos lipossomas é uma das caracteristicas mais importantes, para aplicacbes em
medicamentos. O didmetro desejavel de lipossomas varia de 50 a 200 nm (Leitged, M. Knez,
7. Primozi¢, M. 2020). Das formulagdes obtidas nessa etapa, 9 dos 11 LpC.sec.et tiveram pelo

menos uma subpopulagdo nessa esacala de tamanho.
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Figura 111.5 — Curvas de distribuicdo do tamanho (didmetro hidrodinamico) em nimero de LpV e
LpC.sec.et produzidos com fosfolipideos extraidos a partir de materiais biolégicos in natura e extratos
obtidos mediante material botanico seco de 11 diferentes espécies vegetais.

Igualmente importante o Pdl fornece o indice de polidispersividade da amostra, quando
se tratam de vesiculas fosfolipidicas um PdI < 0,300 é considerado como uma populagéo
homogénea, ¢ > 0,700 € considerado que a amostra tem uma distribuicdo de tamanho de
particulas muito ampla (Danaei, M. et al., 2018). Quando avaliados os Pdl dos nanossistemas
produzidos, dados demonstrados na Tabela I11.2, pode-se perceber que nenhuma amostra se
apresentou como homogénea, sendo que a maioria delas demonstraram homogeneidade
moderada (agafrdo, alfavaca, alfazema, confrei, losna, orégano, tomilho e salvia) e duas se
demonstraram muito polidispersas (cavalinha e malva rosa), sendo que uma ndo demonstrou
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nanoestruturacdo (manjericdo). Padrdes e diretrizes mais especificos para a aceitabilidade da
faixa de Pdl para diferentes aplicacbes ainda precisam ser estabelecidos pelas agéncias
reguladoras até mesmo as estrangeiras.

Avaliando o pZ percebe-se que as amostras de confrei e acafrdo apresentaram boa
estabilidade coloidal (40 a £60 mV), as amostras de orégano e tomilho apresentaram
estabilidade moderada (x30 a +40 mV), e as demais amostras exibiram indicativo de
estabilidade incipiente (£10 a £30 mV) de acordo com American Society for Testing and
Material (1985).

Tabela 111.2 — Avaliacdo da média aritmética e do desvio padrdo da média obtidos a partir de trés
leituras realizadas em modo automatico para o indice de polidispersividade (Pdl) e trés leituras em modo
manual 20 aquisicdes para o potencial Zeta (pZ) dos LpC.sec.et.

Caracteristica LpC.sec.et Acafrdo LpC.sec.et Alfavaca LpC.sec.et Alfazema
Pdl 0,566 + 0,095 0,611 + 0,148 0,508 + 0,059
pZ (mV) -46,6 + 3,7 -23,1+1.2 -26,0+0,8
Caracteristica LpC.sec.et Cavalinha LpC.sec.et Confrei LpC.sec.et Losha
Pdl 0,805+ 0,173 0,576 £ 0,011 0,380 + 0,028
pZ (mV) -135+1,6 -498+ 1,7 -10,1+£2,1
- LpC.sec.et g
Caracteristica LpC.sec.et Malva rosa Manjericio LpC.sec.et Orégano
Pdl 0,978 £ 0,038 - 0,522 + 0,102
pZ (mV) -55+12 -1,1+0,2 -32,8+1,0
Caracteristica LpC.sec.et Tomilho LpC.sec.et Sélvia
Pdl 0,654 + 0,189 0,483 + 0,129
pZ (mV) -30,3+2,2 -9,7+3,6

De modo geral, qguando comparados os Pdl de LpC.sec.et com os LpC.in (dados Tabela
I1.1), a maioria das amostras permaneceu estatisticamente similar. Apenas os LpC.sec.et de
acafrdo, losna, e malva rosa apresentaram maior valor de Pdl quando comparados aos LpC.in
correspondentes. Os LpC.sec.et de acafrdo, alfavaca, orégano e tomilho apresentaram pZ
aumentado quando comparado aos LpC.in, mas foi observado menos pZ nas amostras de losna
e malva rosa, sendo que as demais permaneceram estatisticamente semelhantes.

O aumento no valor de Pdl pode estar relacionado com a maior concentracdo dos
extratos vegetais testados. Para outros nanomateriais ja foi demonstrado que com o aumento da

concentragdo do precursor houve também um aumento do Pdl (Zabetakis, K. et al., 2012), aqui
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verificamos que ao aumentar a concentragcdo do extrato vegetal a ser carreado também houve
ou aumento do Pdl, ou que, os mesmos se mantiveram estatisticamente iguais. J& quando
considerado o pZ, outros estudos com lipossomas ja demonstraram que com 0 aumento da
concentracdo do principio ativo que seria carreado ndo havia uma correlacdo direta com o pZ
(Brgles, M. et al., 2008), conforme também observado no presente estudo.

Dos extratos que apresentram acgdo bactericida, os que tiveram nanoformulacdo
averiguada foram os LpC.sec.et de alfavaca, alfazema, orégano, tomilho e sélvia, sendo 0s
lipossomas formados com extrato de orégano aquele que se apresentou mais estavel

coloidalmente.

4.4. Ensaio de atividade antibacteriana dos LpC.sec.et

Em E. coli mais uma vez houve o crescimento de bactéria em todas as amostras, mesmo
considerando a concentragcdo muito mais alta testada nesta etapa (250 mg/mL). Outros estudos
também ja indicaram que bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a acao de extratos de
plantas. Um exemplo sdo os resultados de Yoda, Y. et al (2004), que demonstraram que extratos
vegetais tiveram acgdo contra E. coli (Gram negativa) em uma concentracdo de 800 ug/mL,
enquanto em S. aureus (Gram positiva) tiveram atividade utilizando uma concentragdo bem
menor de 50 a 100 pg/mL. Também ja foi demonstrado que o extrato aquoso de alho teve
atividade contra bactérias Gram positivas, mas ndo apresentou atividade contra bactérias Gram
negativas (Belguith, H. et al., 2010). Isso se deve ao fato de que as bactérias Gram negativas
apresentam uma membrana externa de lipopolisacarideos que bloqueia a entrada e a
acumulacdo de moléculas presentes em extratos (Taylor, M. 2016).

Ja em S. aureus ndo houve o crescimento de bactérias nos extratos etandlicos/aquosos
livres de alfavaca, alfazema, manjericdo, orégano, tomilho e salvia, bem como nos LpC.sec.et
de alfazema, manjericdo, orégano e salvia. Contudo, quando nanoestruturados, os extratos
etandlicos/aquosos de alfavaca e tomilho ndo apresentaram atividade bactericida. Um estudo
demonstrou que a curcumina carreada em lipossoma revestido fez com que sua atividade fosse
completamente inibida (Leo, V.D. et al., 2018), sendo que isso pode ter ocorrido por alguma
formagéo de camada de solvatacdo dos extratos circundantes aos lipossomas. Comparando esse
resultado com aqueles obtidos no capitulo anterior, observou-se ainda que em manjericao nao
houve formacdo de nanossistemas detectaveis por DLS, entdo o a atividade bactericida de

LpC.sec.et de manjericdo deve ser equiparado com o extrato livre.
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4.5. Teste de viabilidade em linhagem celular de mamifero

Apds serem cultivadas, as células JJ74A.1 foram contadas em uma camara de neubauer
chegando a uma concentragdo de 132 x 10* células/mL. Foram aplicadas em microplaca de 96
pocos uma quantidade de 1 x 10* células/pogo e aplicados extratos e lipossomas na
concentracdo de 250 mg/mL, sendo deixados incubados por 24 h. A concentracao testada foi a
mesma aplicada no teste antibacteriano para fins de comparacdo. Para calcular a viabilidade
celular, foram consideradas que as leituras de absorbancia das células controle, que ficaram
apenas com o meio completo + PBS apresentaram viabilidade celular de 100% e assim
calculado de modo relativo as demais porcentagens de viabilidade.

Os extratos vegetais livres e nanossistemas lipossomais contendo extratos vegetais que
apresentaram viabilidade celular estatisticamente maior ao DMSO (controle positivo) foram:
acafréo, Lp alfavaca, alfazema, Lp alfazema, cavalinha, Lp cavalinha, confrei, Lp confrei, Lp
losna, malva rosa, Lp malva rosa, manjericao, Lp manjericdo, orégano e Lp orégano, conforme
mostrado na Figura I11.6. As amostras que tiveram acdo estatisticamente diferente ao meio de
cultivo (controle negativo) foram: Lp acafrdo, Lp alfazema, losna, orégano, cavalinha e
alfazema; sendo que o extrato de losna foi a Unica amostra testada que diminuiu a viabilidade
celular mais do que o controle positivo (DMSO).

As Unicas amostras que foram estatisticamente diferentes comparando o Lp ao extrato
foram losha e orégano. As amostras de extrato etanolico/aquoso de alfazema, manjericéo,
orégano, Lp alfazema e Lp manjericdo apresentaram atividade antimicrobiana em S. aureus e
ndo comprometeram a viabilidade celular em células eucariontes (foram estatisticamente iguais
ao controle negativo). Esse resultado € interessante quando se trata de possiveis principios
ativos que possam ser utilizados na inddstria farmacéutica. Amostras de Lp alfazema e extrato
de orégano aumentaram a viabilidade das células eucariontes (P< 0,05). As amostras de sélvia
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e também maior
viabilidade celular, mas o grande erro padréo observado entre as réplicas nessas amostras pode
sugerir uma interacdo entre a cor extraida durante a leitura, inclusive essas duas amostras nao
foram estatisticamente diferentes dos controles positivos ou negativos. Também néo é possivel
confirmar que outros extratos ndo possam tambem ter interferido nas leituras realizadas no
método colorimétrico visto que este costuma ser susceptivel a interagdes cruzadas (Bruggisser,
R. etal., 2002).
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Figura 111.6 — Viabilidade celular (%) de J774A expostas aos extratos etandlicos/aquosos e 0s
lipossomas correspondentes de diferentes espécies vegetais ap6s 24 h de incubacdo. O método
colorimétrico MTT foi utilizado para esta avaliagdo. A viabilidade celular é representada como PBS em
100% no controle negativo e DMSO como controle positivo. (a) Representa amostras estatisticamente
diferentes de DMSO (controle positivo); (b) Representa que as amostras so estatisticamente diferentes
do PBS (controle negativo); * Indica que a amostra do lipossoma foi estatisticamente diferente do extrato
gue 0 mesmo veicula.

Os achados obtidos apresentam varias vantagens, incluindo eficacia possivelmente
seletiva contra S. aureus, permitindo a possibilidade de controle da infec¢do sem prejudicar o
organismo hospedeiro (Ahmed, N. et al., 2022; Kasugai, S., Hasegawa, N., Ogura, H. 1991,
Chi, H-Y. et al 2007). Essa agdo seletiva também pode minimizar o desenvolvimento de
resisténcia a antibioticos, pois os bioativos naturais tendem a reduzir a pressao seletiva que
impulsiona a evolucdo da resisténcia, tornando-os uma excelente op¢do para tratamentos de
longo prazo (Salim, A. et al., 2022; Cohen, M.L. 1992). Alem disso, a identificagdo de outros
extratos com atividades antimicrobianas contra microrganismos especificos ou acoes
especificas em células eucarioticas como tumores abre caminhos para uma maior exploracdo

em aplicacgdes variadas.
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Comparando com achados anteriores, os materiais botanicos que formaram lipossomas,
tiveram acdo bactericida e mantiveram a viabilidade de células JJ74A.1 (estatisticamente
diferente do DMSO) foram apenas Lp de alfazema e Lp de orégano. O Lp de salvia também
poderia ser enquadrado nesse grupo, mas devido ao grande erro padrdo observado entre as

réplicas, ndo foi estatisticamente diferente do controle positivo (DMSO).

4.6. Quantificacdo de compostos fendlicos totais

Uma curva de calibracdo representando a absorbancia do acido galico em um
comprimento de onda de 630 nm com base na massa de &cido galico diluido (Figura 111.7 a),
foi utilizada para determinar o resultado da massa equivalente (mg) de &cido gélico para cada
100 g da amostra de material botanico (Figura I11.7 b). O extrato de orégano apresentou a maior
equivaléncia de acido galico, consequentemente, 0 maior teor de compostos fendlicos, com
1075 mg de acido galico por 100 g de orégano. Por outro lado, lipossomas de manjericdo e
acafrdo apresentaram as menores composi¢es fenodlicas, sendo o primeiro com
aproximadamente 6 mg de acido galico por 100 g de manjericéo.

Estudos anteriores identificaram no extrato metandlico de orégano compostos fenolicos
como acido rosmarinico, acido cafeico e apigenina, sendo o acido rosmarinico o principal
composto (Exarchou, V. et al., 2022). O acido rosmarinico é um potente composto antioxidante
(Javanmardi, J. et al., 2022). Os flavonoides presentes no orégano e outras espécies estudadas
nesta Tese sdo compostos benéficos para uso topico, principalmente se apresentarem acgdes
antioxidantes que protegem a pele contra os danos causados pelos radicais livres (Ware, I. et
al., 2022), na triagem fitoquimica do extrato de orégano utilizado neste estudo, foram
comprovados, além de flavonoides outras classes de metabdlitos como taninos e saponinas. A
salvia também demonstrou uma alta concentracdo de compostos fendlicos, a maioria dos quais
pode contribuir expressivamente para a atividade antioxidante total da salvia (Wang, M. et al.,
1998). Alguns estudos mostraram que a sélvia tinha o extrato mais rico em saponinas totais
dentre os avaliados, apresentando melhores propriedades antioxidantes e maior atividade
antimicrobiana (Generali¢, 1. et al., 2012; Fu, S. et al., 2010), mesma classe de metabdlitos que
foi encontrado na triagem fitoquimica desse extrato. Esses resultados destacam o potencial dos
compostos fendlicos como ingredientes Uteis em produtos topicos para proteger a pele contra

danos oxidativos e promover beneficios a satde dérmica.
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Figura I11.7 — Quantificacdo de fendlicos totais. O painel a) apresenta a curva de calibra¢do obtida com
leituras de absorbancia no comprimento de onda de 630 nm (eixo y) em relacdo a massa de acido galico
em pg (eixo x). Também demonstra a equacdo da reta obtida. O painel b) constitui a representacdo
gréfica do equivalente de acido galico (mg) por 100 g de amostra (eixo y) e 0s extratos ou lipossomas
contendo extratos (eixo x). As barras representam o desvio padrdo da média das amostras. * demonstra
que as amostras de lipossomas e extratos da mesma espécie foram estatisticamente diferentes.

Com base nos resultados apresentados na Figura I11.7, averigua-se que, quando
comparado cada extrato etan6lico/aquoso com o lipossoma correspondente, quase todas as
amostras foram estatisticamente diferentes (P < 0,05), exceto a amostra de malva rosa. De modo
geral, quando o extrato estava encapsulado a lipossomas, a maioria apresentou uma
quantificacdo de fendlicos totais menor do que o extrato livre. I1sso ocorre possivelmente devido

ao fato de ndo terem sido liberados de uma forma imediata nos ensaios, uma vez que 0
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encapsulamento lipossdmico de compostos naturais tende a reduzir o contato do ativo com o
meio exterior, protegendo-os da luz e de outros tipos de degradacdo (Habib, M.J. Asker, A.F.
1991; Monfardini, C. Veronese, F.M. 1998).

Dos dois tipos nanossistemas que até entdo apresentaram atividade antibacteriana e ndo
foram citotdxicos contra a linhagem J774A.1 (Lp de Alfazema e Lp de Orégano), foram

também aqueles que mais apresentaram compostos fenoélicos totais em seus extratos.

4.7. Ensaio de atividade antioxidante DPPH

Um papel bioldgico dos antioxidantes é neutralizar radicais livres, sendo que por esse
motivo diversos ensaios sao baseados nessa atividade, como é o caso do DPPH. A avaliacdo da
atividade antioxidante das amostras pelo método do DPPH revelou variacdo expressiva entre
as espécies avaliadas, conforme demonstrado na Tabela I11.3.

Dentre todos os lipossomas, as amostras provenientes de acafrdo, apresentaram a menor
atividade antioxidante, seguida pela losna e cavalinha. As amostras com maior atividade
antioxidante foram as provenientes de orégano, com quase 70% de inibicdo, mesmo na menor
concentracdo, seguido de salvia e alfazema. Estudo anterior também mostrou atividade
antioxidante em um produto alimenticio empregando o extrato etandlico de orégano
(Amarowicz, R. et al., 2009). As altas capacidades de neutralizagdo de radicais livres de
diferentes extratos de orégano em varios ensaios ja foram relatadas (Vichi, S. et al., 2001;
Bertelli, D., Plessi, M., Miglietta, F., 2004). Portanto, neste estudo o extrato etandlico/aquoso
de orégano mostrou-se promissor como fonte de antioxidantes naturais com potencial de uso
em diversas areas, incluindo a possibilidade de aplicacGes tdpicas pelo encapsulamento em
lipossomas. A salvia também é reconhecida por apresentar uma quantidade expressiva de acido
ferulico, acido rosmarinico e apigenina, entre outros metabdlitos secundarios reconhecidos por
sua capacidade antioxidante (Roby, M.H.H. et al., 2013). Em casos de lesdes cutaneas, como
gueimaduras ou cortes, 0 aumento da producdo de radicais livres pode prejudicar a capacidade
de cicatrizagdo. O uso de antioxidantes topicos naturais pode auxiliar e acelerar o processo de
cicatrizacdo, reduzindo os radicais livres e modulando a inflamacéo (Qi, L. et al., 2022; Pizzale,
L. etal., 2002; Phan, T-T. et al., 2001).
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Tabela 111.3 — Demonstragéo da atividade antioxidante das amostras em relagcdo ao percentual de
neutralizacéo (inibicdo) do DPPH para cada extrato etanélico/aquoso e seus respectivos LpC.sec.et.
O éacido gélico atuou como controle positivo.

Concentracao Porqentggem
Amostra (mg/mL) de inibicéo
(%)

Acafrdo (extrato) 1,300 73+12
Lp Acafréo 1,300 05+25
Cavalinha (extrato) 1,300 36,8+0,2
Lp Cavalinha 1,300 39,4+0,0
Losnha (extrato) 1,300 46,3+£0,5
Lp Losha 1,300 6,5+28
Malva rosa (extrato) 1,300 555+0,8
Lp Malva rosa 1,300 532+1,0
Alfavaca (extrato) 0,430 51,9+ 3,7
Lp Alfavaca 0,430 61,1+19
Confrei (extrato) 0,430 60,2 £ 6,3
Lp Confrei 0,430 505+24
Manjericao (extrato) 0,430 70,2+ 0,0
Lp Manjericéo 0,430 19+78
Tomilho (extrato) 0,430 68,8+ 0,3
Lp Tomilho 0,430 69,9+0,0
Alfazema (extrato) 0,216 70,2+0,3
Lp Alfazema 0,216 66,2 +1,3
Salvia (extrato) 0,216 63,1+1,7
Lp Salvia 0,216 67,1+1,2
Orégano (extrato) 0,086 69,9+ 0,0
Lp Orégano 0,086 69,9 +0,5
Controle acido galico 0,0017 748+0,8

Das amostras verificadas, extratos etanolicos/aquosos e LpC.sec.et de Orégano e
Alfazema foram as que mais se destacaram, apresentando atividade antimicrobiana, nédo
citotoxidade contra células JJ74A.1, altos teores de compostos fendlicos totais e ainda uma das

maiores capacidades antioxidantes.

90



5. CONCLUSOES PARCIAIS

No presente Capitulo I11 avaliou-se 11 extratos aquosos, 11 extratos etandlicos/aquosos
e mais 11 lipossomas contendo os extratos etanolicos/aquosos. Apenas as amostras (extratos
etandlicos/aquosos e LpC.sec.et) advindos de alfazema e orégano exibiram multifuncionalidade
quanto & atividade bactericida contra S. aureus, possibilitaram nanoestruturagdo lipossomal,
ndo comprometeram a viabilidade de células eucarioticas, tiveram altos teores de quantificacéo
de fendlicos totais e também alta atividade antioxidante. O uso dessas amostras representa uma
opcao para futuras pesquisas e desenvolvimento de produtos bioativos, como por exemplo de
uso tépico. A medida que as diversas propriedades dos extratos botanicos sdo desvendadas,
seus papeis em potencial na promogéo da saude da pele e no combate as infec¢des torna-se cada
vez mais evidente. Essas descobertas encorajam novas investigacfes para aproveitar esses
compostos naturais no tratamento de problemas dermatoldgicos e na promogdo do bem-estar
geral e na sua entrega por nanodelivery.

Para confirmar que essas amostras sao adequadas para futuras aplicacdes sera necessaria
uma série de caracterizacdo das mesmas, a fim de compreender suas propriedades fisicas e
estruturais no intuito de garantir a qualidade e desempenho de suas aplicagdes, com alguns
resultados que corroboram tais aspectos que serdo apresentados no Capitulo 1V.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DOS LIPOSSOMAS
VEGETAIS: UM ESTUDO CONFIRMATORIO
Capacidade

antifangica e anti-
inflamatéria

AA
Lo
] . 2 — / Eficiéncia de
H’r .E / 00'5 & encapsulamento
0 ' S Concentragao & :i‘: ®
YYyvyvvy
Formae

diametro seco

Figura V.1 - Resumo gréafico do Capitulo IV, com caracterizagdo bioldgica frente a levedura, avaliacdo

da forma e didmetro seco, e eficiéncia de encapsulamento.
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Resumo

Lipossomas tém seu uso muito versatil na inddstria, mas o fato é que para sua aplicacéo,
caracterizacdes extensas sdo necessarias. No presente Capitulo IV, focando em futura aplicacdo
topica, uma atuacdo biologica em fungos (levedura) foi analisada, juntamente com avaliages
de suas caracteristicas fisicas, incluindo avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE) e
determinacdo do “didmetro seco”. Extratos vegetais ricos em compostos ativos contra
microrganismos e com potencial fitoterapico sdo valiosos, mas sua rapida oxidacdo requer
encapsulamento. No entanto, a composicao varidvel dos extratos dificulta a quantificacdo da
EE, muitas vezes realizada por métodos onerosos como cromatografia e exigindo padrdes
especificos muitas vezes indisponiveis. Uma abordagem inventiva foi realizada utilizando a
condutividade elétrica para quantificar o encapsulamento. Foi possivel a nanoestruturacéo e
caracterizagdo de 8 nanossistemas. Além disso, dois nanossistemas tiveram atividade
fungistatica sobre S. cerevisiae (LpC.sec.et de alfazema e LpC.sec.et de orégano) e apenas 1
atividade fungicida (LpC.sec.et de orégano). Também conseguiu-se quantificar a EE pelo
método inventivo desenvolvido, sendo que os LpC.sec.et de orégano e alfazema que até aqui
apresentaram melhores resultados contra microrganismos tiveram suas EE quantificadas em
aproximadamente 91,70% e 56,33%, respectivamente. As caracteriza¢des dos LpV e LpC.sec.et
oriundos do material botanico de orégano por microscopia de forca atdmica (MFA) revelaram
didametro pela altura (Z) média de 33,9 e 46,11 nm, respectivamente; que os fosfolipideos
extraidos do material botanico apresentam um pico de degradacdo préximo a da lectina de soja
(346,6°C); e por fim, revelaram também que extrato e LpC de orégano aumentam a viabilidade
celular e a producdo de espécies reativas em sangue periférico bovino. Este Capitulo permitiu
uma caracterizacdo mais aprofundada dos lipossomas vegetais, com destaque para 0S
lipossomas provenientes do material botanico de orégano. Esses resultados fornecem
informacdes valiosas para compreender o potencial dos lipossomas como veiculos de entrega

de compostos bioativos nao isolados.

Palavras-chave: atividade antifungica, condutividade elétrica, taxa de encapsulamento, MFA

de lipossomas

93



Abstract

Liposomes have a very versatile use in industry, but the fact is that for their application,
extensive characterizations are necessary. In this Chapter 1V, focusing on future topical
application, biological action on fungi (yeast) was analyzed, together with evaluations of their
physical characteristics, including evaluation of encapsulation efficiency (EE) and
determination of “dry diameter”. Plant extracts rich in compounds active against
microorganisms and with phytotherapeutic potential are valuable, but their rapid oxidation
requires encapsulation. However, the variable composition of the extracts makes it difficult to
quantify EE, which is often carried out using expensive methods such as chromatography and
requiring specific standards that are often unavailable. An inventive approach was taken using
electrical conductivity to quantify encapsulation. The nanostructuring and characterization of 8
nanosystems was possible. Furthermore, two nanosystems had fungistatic activity on S.
cerevisiae (LpC.sec.et from lavender and LpC.sec.et from oregano) and only 1 fungicidal
activity (LpC.sec.et from oregano). It was also possible to quantify EE using the inventive
method developed, with the LpC.sec.et of oregano and lavender, which have so far shown the
best results against microorganisms, having their EE quantified at approximately 91.70% and
56.33%, respectively. The characterizations of LpV and LpC.sec.et from oregano botanical
material by atomic force microscopy (MFA) revealed an average diameter by height (Z) of 33.9
and 46.11 nm, respectively; that the phospholipids extracted from the material botanical have a
degradation peak close to that of soy lectin (346.6°C); and finally, they also revealed oregano
extract and LpC increase cell viability and the production of reactive species in bovine
peripheral blood. This Chapter allowed a more in-depth characterization of plant liposomes,
with emphasis on liposomes originating from the botanical material of oregano. These results
provide valuable information to understand the potential of liposomes as delivery vehicles for

non-isolated bioactive compounds.

Keywords: fungicide activity, conductivity, encapsulating rate, AFM of liposomes.
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1. INTRODUCAO

Os lipossomas tém inimeras aplicacdes, seja na nanomedicina, na inddstria de alimentos
e até mesmo na agricultura (Malheiros, P.S., Daroit, D.J., Brandelli, A. 2010; Daraee, H.D. et
al., 2016; Taylor, T.M., et al., 2007; Gao, Y. et al., 2023). O carreamento de moléculas em
sistemas lipossomais oferece uma maior estabilidade para o composto veiculado e também a
possibilidade de liberagcdo sustentada do mesmo (Dravid, A.A. et al., 2023). Os extratos de
origem vegetal tém inimeros compostos que podem ter atividade contra microrganismos como
a levedura S. cerevisiae, um bom modelo ndo patogénico para Candida albicans (Akbar,
W.A.S. et al., 2023; Tayel, A.A. et al., 2018), ou até mesmo podem ser utilizados como
fitoterapicos (Dutta, T. et al., 2022).

Os metabdlitos secundarios sdo os fitocompostos que sdo aplicados na medicina e
apresentam inumeras atividades. Porém, os extratos vegetais passam por processos de oxidacdo
muito rapidos (Poudel, A. et al., 2022), entdo ha necessidade que extratos vegetais estejam
encapsulados e consequentemente mais protegidos da deterioracdo. Um dos desafios nessa area
€ gue 0s compostos presentes em extratos sdo muito variados em composicdo e abundancia,
entdo a quantificacdo do encapsulamento costuma ser possivel apenas mediante técnicas muito
onerosas e laboriosas como cromatografias (Bian, J., 2022). Estas técnicas envolvem o
isolamento e identificacdo de cada composto presente em amostras botanicas. Uma das
abordagens alcancadas no presente trabalho foi utilizar um sensor de condutividade elétrica
para quantificar a eficiéncia de encapsulamento (EE) total, sem a necessidade de prévio
isolamento das moléculas. Essa abordagem se da em funcdo de que a quantificacdo da EE é
crucial em aplicacfes médicas e bioldgicas.

A condutividade elétrica avalia a capacidade de conducdo de eletricidade de acordo com
a concentracdo dos solidos totais dissolvidos em uma amostra (Rhoades, J.D. 1996). Estudos
recentes demonstraram que inimeros fatores podem afetar a condutividade elétrica, como a
natureza do material, forma e tamanho dos sélidos dissolvidos (Kljusuri¢, J.G., Benkovi¢, M.,
Bauman, I. 2015). Ou seja, para cada modelo h& a necessidade de entender a correlacdo entre o
modelo proposto e o valor experimental da condutividade elétrica. Entdo, conseguir
correlacionar positivamente a concentragdo de extrato com a condutividade elétrica e
consequentemente avaliar a EE é uma abordagem inovadora para uma questao que se apresenta

na nanobiotecnologia.
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Outro aspecto recorrente durante a analise de lipossomas e outros tipos de nanossistemas
envolve a visualizagdo dos nanossistemas. Nesse sentido, a MFA é uma técnica ndo Optica de
alta resolucdo que pode ser utilizada para caracterizar amostras e superficies bioldgicas. O
instrumento determina a topografia de uma amostra, sendo assim é possivel utiliza-lo para
comparacao de lipossomas vazios e carregados com extratos vegetais. Uma vantagem do uso
da MFA em relacdo a outras técnicas como a microscopia eletrénica vem do fato de que ndo ha
necessidade de fixacdo quimica da amostra para obtencdo de resultados de alta qualidade
(Engelhardt, K., Price, E., Bakowsky, U. 2023).

Com base no exposto, o proposito deste Capitulo 1V foi caracterizar os lipossomas que
se mostraram mais promissores quanto as funcionalidades pretendidas nos Capitulos anteriores,

a fim de compreender melhor suas caracteristicas fisicas e bioldgicas.
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2. OBJETIVOS

- Produzir formulacdes lipossomais a base de fosfolipideos e extratos vegetais;

- Caracterizar os lipossomas por técnicas de espalhamento de luz dindmico e mobilidade
eletroforética;

- Testar os lipossomas quanto a possivel atividade sobre levedura;

- Quantificar fendlicos totais em lipossomas e extratos livres;

- Caracterizar os lipossomas por microscopia de forca atdmica;

- Determinar a eficiéncia de encapsulamento de extratos nos lipossomas produzidos;

- Caracterizar os lipossomas por termogravimetria;

- Verificar a viabilidade celular de sangue periférico bovino frente a lipossomas e extratos;

- Verificar a producdo de espécies reativas em células de mamiferos frente a lipossomas e

extratos.
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3. METODOLOGIA

A Figura IV.2 fornece um resumo da metodologia utilizada no Capitulo V. Informacdes

mais detalhadas sobre os materiais e métodos estdo disponiveis no Capitulo I.
Capitulo IV

LpC.sec.et
LpV

DLS
Zeta
(3.10.1.)
N N
|
Y
Atividade

em levedura
(3.16.)

= Y

Y
Eficiénc.
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Figura V.2 — Fluxograma da metodologia empregada no Capitulo 1V da presente Tese. Sendo o circulo
em azul representa os lipossomas produzidos no Capitulo Il e as formas de coloracdo amarela
representam as etapas de caracterizacdo. As numerac8es em negrito abaixo de cada item do fluxograma
indicam a numeracdo da secdo na qual essa metodologia foi descrita no Capitulo I.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.  Andlise por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta (pZ)

Para andlise nesse Capitulo IV foram formulados novos lotes de lipossomas (LpV e
LpC.sec.et) de alfazema, losna, orégano e salvia. Os lipossomas de alfazema e orégano foram
selecionados, pois foram os que tiveram resposta positivas em todos os ensaios do Capitulo I11.
Os lipossomas de sélvia foram selecionados por ndo terem apresentado todos os atributos
desejaveis em apenas um teste (MTT do Capitulo I11) e os lipossomas de losna também foram
selecionados como um controle, visto que ndo apresentou resultados desejaveis para nenhum
dos testes do Capitulo 111. Novos lotes dos lipossomas foram formulados a fim de que o teste
de atividade e principalmente as andlises fisicas (EE e MFA) fossem realizados com amostras
recém produzidas.

a) Alfazema b) Losna
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Figura 1V.3 — Distribuicdo de tamanho (didmetro hidrodindmico), em ndmero, de lipossomas
produzidos a partir de fosfolipidios extraidos de varias plantas: (a) alfazema, (b) losna, (c) orégano e (d)
salvia. Os lipossomas sdo carregados com agua tipo | (linha azul, lipossoma vazio) ou fito-extrato
etandlico/aquoso da mesma planta como fonte de fosfolipideos (linha verde, lipossoma completo).
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Todos os oito nanossistemas exibiram a formacdo de nanoestruturas, conforme
observado por meio da anéalise realizada por DLS. No entanto, especificamente no caso da
sélvia, foi observado um aumento notavel em DH quando comparado o lipossoma cheio ao
vazio, conforme ilustrado na Figura 1V.3. Pesquisas anteriores demonstraram que nao havia
alteracéo significativa do tamanho dos lipossomas quando eles estavam vazios ou carregados
de ativos (Gortzi, O. et al., 2008; Al, Y. et al., 2022). Resultado similar também foi verificado
em 3 dos 4 tipos de lipossomas formulados.

Ao submeter extratos individuais a analise por DLS, nenhum deles apresentou evidéncia
da formacdo de estruturas na escala nanométrica (0 a 1000 nm) e sim de alguns aglomerados
de moléculas presentes nos extratos na escala micrométrica. No caso do extrato orégano, o
processo de leitura foi encerrado pelo aparelho, sugerindo a completa auséncia de nano ou
microestruturas.

Conforme ilustrado na Tabela 1V.1, os valores dos Pdl para as amostras de alfazema
indicaram equivaléncia estatistica entre o extrato e o LpC, com valores registrados de 0,385 +
0,004 e 0,407 * 0,044, respectivamente. De todo modo, LpC e extrato de alfazema
demonstraram menor polidispersdo do que o LpV. Ja para o pZ houve um aumento, em maédulo,
estatisticamente significativo (P < 0,05) apenas quando se tratava do LpC, indicando assim
maior estabilidade das amostras. Além disso, a Cnd-EM apresentou valores mais altos tanto
para o extrato quanto para o LpC, quando comparados com o LpV.

Dentre as amostras da espécie de losna, nenhuma variacao estatisticamente significativa
foi observada em relacdo aos valores de Pdl e avaliando o pZ, um aumento notavel e
estatisticamente significativo (P < 0,05) no valor do médulo foi observado no LpC (-34,4 + 3,3
mV) em comparagdo com o extrato (-14,0 £ 0,6 mV) e LpV (-14,4 £ 0,6 mV). Além disso, a
Cnd-ME apresentou diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) entre todas as amostras,
com o0 aumento pronunciado ocorrendo na formulacdo LpC desta espécie.

No caso do orégano, a avaliacdo do Pdl ndo foi bem sucedida para o extrato devido ao
abortamento da leitura do equipamento, sugerindo fortemente a auséncia de nano e
microestruturas. Digno de nota, o LpC desta espécie apresentou uma reducdo estatisticamente
significativa (P < 0,05) em PdlI (0,488 + 0,056) em comparacdo com o LpV (0,686 £ 0,104).
Analisando o pZ das amostras produzidas com orégano, ficou evidente que a formacao de
lipossomas levou a um aumento substancial no valor do moédulo em comparagdo com o extrato
livre. Além disso, a Cnd-ME também aumentou notavelmente com a formulagéo de LpC.
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Nas amostras da espécie salvia, o Pdl exibiu distin¢cdes entre as trés amostras, com o
menor valor sendo observado para o LpV (0,318 + 0,034) e o maior valor para o LpC (0,984 +
0,028). O pZ permaneceu estatisticamente similar entre o extrato e o LpC, com apenas o LpV
exibindo um valor de modulo menor quando comparado aos demais (-11,5 £ 1,5 mV). Da
mesma forma, a Cnd-ME demonstrou semelhanca estatistica entre o extrato e o LpC, 0s quais
por sua vez foram estatisticamente diferentes em relacdo ao LpV. Ao comparar o LpC de salvia
com o extrato livre, diferencas sdo evidentes em termos de DH e Pdl. No entanto, o pZ e o Cnd-
ME permaneceram estatisticamente inalterados, sugerindo a possibilidade EE baixa para o
extrato desta espécie em particular. Essa tendéncia ressoa com pesquisas envolvendo outros
sistemas de aprisionamento nanoestruturados, em que uma baixa EE n&o ocasionou alteragoes
notaveis no pZ (Kirchherr, A-K., Briel, A., Méder, K. 2009). Os aumentos observados nos Pdl

e DH podem ser atribuidos a presenca de fosfolipideos na amostra.

Tabela IV.1 — indice de polidispersividade (Pdl), potencial Zeta (pZ) e condutividade elétrica (Cnd-
ME) obtidos para o extrato, lipossoma vazio (LpV) e lipossoma completo (LpC.sec.et). Os valores
representam a média aritmética e o desvio padrdo dos valores médios obtidos de trés leituras

independentes.
Caracteristica Amostra Alfazema Losha Orégano Sélvia

Extrato 0,385 + 0,004 0,406 + 0,007 o 0,657 + 0,069
Pdl LpV 0,604 +0,017 0,460+ 0,027 0,686 +0,104 0,318 +0,034%
LpC.sec.et 0,407 + 0,044 0,444 £0,047 0,488 +0,056° 0,984 + 0,028

Extrato -14,0+ 0,6 -23,3+0,5 -2,7+0,4% -18,9+1,6

pZ (mV) LpV -14,4+0,6 222422 -282+0,8 -11,5 +1,5%

LpC.sec.et  -34,4+3,3%® -32,3+4,0% -271+48 -21,1+0,5
Extrato 0,288 + 0,004* 0,220 + 0,002 0,299 +0,005° 1,410 +0,077°
%rgg/mf LpV 0,006 +0,001% 0,009 + 0,001%¢ 0,015 + 0,063* 0,014 + 0,005%

LpC.sec.et 0,230+0,003% 0,238 +0,002% 0,322 +0,005° 1,420 +0,077°

A andlise estatistica foi realizada usando comparagdes pareadas por One-Way ANOVA (P < 0,05). As
comparacgdes foram feitas entre amostras da mesma espécie, incluindo: LpV (contendo apenas agua),
LpC.sec.et (contendo extrato vegetal etandlico/aquoso) e o extrato original. “a” indica uma amostra
estatisticamente diferente do extrato da prépria espécie; “b” indica uma amostra estatisticamente
diferente do lipossoma vazio de sua propria espécie; “c” indica uma amostra que é estatisticamente
diferente do lipossoma completo de sua propria espécie.

Estudo anterior ja demonstrou que um aumento (em modulo) do pZ pode indicar
interacOes entre o principio ativo carreado e fosfolipideos, indicando assim o sucesso do
encapsulamento (Honary, S., Zahir, F. 2013). Observa-se alteracdo significativa quando se

compara pZ do extrato e LpC nas amostras de alfazema, losna e orégano. Esses aumentos
101



estatisticamente significativos em mdédulo do pZ, quando comparado ao extrato, sugerem o
potencial encapsulamento de compostos bioativos. Contudo, esta tendéncia ndo foi observada
para a salvia, onde a mudanca em mddulo do pZ ndo foi estatisticamente significativa quando
comparada ao extrato livre.

Um aumento substancial em Cnd-ME foi observado em LpC em comparagdo com o seu
respectivo extrato em losna. J& na espécie alfazema foi observada uma diminui¢do na Cnd-ME
apos a formulacdo do LpC em comparacdo com o extrato, enquanto nenhuma mudanca
estatisticamente significativa em Cnd-ME foi observada na amostra de orégano e salvia. Além
disso, um estudo relatou que um aumento no tamanho de particulas pode resultar em Cnd
inalterada ou diminuida (Xu, Y., Hanna, M.A. 2006), conforme observado na amostra de salvia.
Outro estudo mostrou que que a Cnd de extratos ndo varia significativamente ao longo do tempo
(Em, M., Pratley, J.E., Haig, T. 1997), permitindo assim uma futura caracterizacdo de EE

mesmo que o0s extratos tenham sido produzidos dias antes.

4.2.  Ensaio de atividade em levedura

Com 24 h de ensaio em levedura S. cerevisiae, percebeu-se que da mesma forma como
havia ocorrido nos ensaios em bactérias mais uma vez ndo seria possivel averiguar o
crescimento do microrganismo diretamente por inspecdo visual devido a coloragdo dos extratos.
Entdo, ap6s 24 h e 48 h foram coletados 2 pL de cada suspensdo e inoculados em meio YEPD
solido para averiguar o possivel crescimento de leveduras em cada amostra ou confirmar
eventual atividade leveduricida. Como pode-se perceber na Figura V.4 nenhum LpV inibiu o
crescimento da levedura S. cerevisiae; dos extratos livres apenas o extrato de salvia inibiu o
crescimento da levedura em 24 h; e das amostras de LpC.sec.et avaliadas em 24 h, apenas as
amostras de orégano e alfazema inibiram o crescimento. Entretanto, avaliando as placas apos
48 h apenas o LpC.sec.et de orégano permaneceu inibindo o crescimento de S. cerevisiae,
apresentando acdo leveduricida.

S. cerevisiae é uma levedura benigna com vastas aplicacGes biotecnoldgicas e
normalmente € um modelo ndo patogénico utilizado para os dois principais patdgenos fingicos
de humanos Candida albicans e Candida glabrata (Diezmann, S., 2014). Entender como 0s
lipossomas e extratos atuam em S. ceravisie é importante para inferir sobre futuras aplicagoes

contra infeccGes fungicas em humanos.
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O oleo essencial de orégano ja foi relatado previamente com atividade contra o
microrganismo modelo S. cerevisiae, inclusive demonstrando que células tratadas por esse 6leo
tiveram suas membranas expressivamente danificadas (Chami, F. et al., 2005). Entretanto,
ainda ndo ha relatos sobre os efeitos do extrato etanolico/aquoso, sendo que a obtencdo do
extrato é muito mais facil obtencdo. Também ja foi relatado na literatura que emulsées contendo
6leo essencial de orégano associado com resveratrol apresentaram atividade contra a bactéria
S. aureus e também contra a levedura S. cerevisiae para utilizacdo em produtos alimenticios
(Ai, Y. et al., 2022), ambos microrganismos que também foram inibidos pelo lipossoma

contendo extrato etandlico/aquoso de orégano.

Figura IV.4 — Detalhes de uma microplaca de 24 pogos contendo extratos etandlicos/aquosos,
LpC.sec.et e controles incubados com a levedura S. cerevisiae em meio YEPD so6lido. Sendo no painel
(a) aplicacdo dos controles da esquerda para direita: Anfotericina B (controle positivo), meio com
levedura (controle negativo), meio com &gua e apenas meio. E no painel (b) aplicacdo das amostras
sendo sempre, da esquerda para direita, LpV, extrato livre, LpC.sec.et coletado de 24 h e LpC.sec.et
coletado de 48 h, e de cima para baixo as amostras: losha, alfazema, orégano e salvia. A barra preta
representa 1 cm.
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4.3.  Eficiéncia de encapsulamento (EE)

A literatura ndo fornece até o momento um método simples para calcular a EE de
lipossomas que carreiem ativos formados por misturas complexas como extrato vegetal. A
Unica alternativa disponivel envolve a utilizacdo de cromatografia (Bian, J. et al., 2022). Um
método inventivo teve que ser desenvolvido aproveitando um sensor de condutividade elétrica
(Cnd) para quantificar indiretamente EE. A Cnd mede a totalidade dos sdlidos dissolvidos em
uma amostra (Rhoades, J.D. 1996). Pesquisas destacam os fatores capazes de influenciar a Cnd,
abrangendo as propriedades dos materiais, juntamente com a configuracéo e as dimensdes dos
solidos dissolvidos (Kljusuri¢, J.G.; Benkovi¢, M.; Bauman, I. 2015). Assim, compreender a
correlacdo existente entre 0 modelo proposto e o valor da Cnd experimental é fundamental para
a precisao do método. Identificar uma correlacdo direta entre a concentracdo de um extrato e a
condutividade elétrica para avaliar a EE representa um caminho praticamente inexplorado no
dominio das aplicacBes da nanobiotecnologia.

A Figura 1V.5 ilustra as correlagOes lineares obtidas entre sucessivas diluicdes dos
extratos e a Cnd, com coeficiente de correlacdo maior que 0,95 observado para todos 0s
extratos. Os LpV também passaram pelo processo de ultrafiltracdo para serem utilizados como
controle.

Estudo anterior estabeleceu uma correlagdo entre a Cnd e a concentracdo de sais e
matéria organica em solucdo (Rhoades, J.D. 1996). Essa correlacdo também foi evidente na
presente Tese tendo em vista a correlacdo linear observada entre as diluicdes dos extratos em
agua em diferentes concentracfes. As variagdes nas leituras (réplicas) para o extrato de
alfazema foi < 1,5%, para o extrato de losna foi < 3,4%, para o extrato de orégano foi < 3,4% e
para o extrato de salvia foi < 3,1%. Esses resultados indicam que o método fornece precisdo

satisfatdria ao correlacionar a Cnd com a concentracdo do extrato utilizado.
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Figura V.5 — Curvas de calibracdo da correlago entre a concentracéo de cada extrato etandlico/aquoso
(mg/mL) e a Cnd correspondente (em ps/cm) para (a) alfazema, (b) losha, (c) orégano e (d) salvia. A
linha vermelha demonstra a linearidade dos dados, juntamente com a equacéo indicada em cada grafico
e 0 r? correspondente.

A quantificacdo da EE, uma etapa fundamental na utilizacdo de nanossistemas para o
transporte de principios ativos, foi obtida por meio de uma engenhosa abordagem baseada no
uso de biossensor de Cnd. Essa estratégia aproveitou os dados abrangentes derivados das
amostras de lipossomas contendo extratos (LpC.sec.et), perfeitamente integradas as formulas
elucidadas anteriormente das curvas padrdo. Com a concentracdo inicial estipulada em 40
mg/mL, essa informacdo fundamental foi a base para os célculos. A partir desta base, a
concentracdo de extrato que estava fora dos lipossomas foi determinada com preciséo,
interpolando-se na curva de calibracdo para cada extrato. Consequentemente, isto possibilitou
o calculo da porcentagem de extrato que permaneceu fora dos lipossomas, revelando uma
estratégia incisiva de quantificacdo indireta guiada por biossensor, conforme meticulosamente
delineado na Tabela IV.2. A EE, um fator crucial para a aplicagdo préatica de lipossomas, foi
determinada incorporando os valores de Cnd dos ultrafiltrados dos LpC.sec.et, que foram
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obtidos para cada extrato, em suas respectivas formulas. Assim, esta abordagem permitiu a
quantificacdo indireta do aprisionamento de cada extrato dentro dos lipossomas.

Tabela 1V.2 — Andlise da condutividade elétrica de extratos e extrato presente em lipossomas
ultrafiltrados. Comparacéo entre a condutividade elétrica esperada se 0s extratos se encontrarem 100%
fora dos lipossomas e a condutividade dos extratos remanescente nos ultrafiltrados de cada LpC-sec.et.

A Cnd se extrato estiver 100% fora do Lp Cnd encontrada nos LpC.sec.et
mostras

(us/cm) (us/cm)
Alfazema 3499,55 + 14,31 1558,25 + 13,21
Losna 21609,75 + 243,25 1688,52 + 32,83
Orégano 18822,80 + 29,14 2113,97 + 38,48
Salvia 922280 + 28,67 8554,18 + 139,85

Média aritmética e desvio padrao dos valores médios adquiridos a partir de trés leituras de condutividade
elétrica. Os valores ja foram ajustados subtraindo a condutividade elétrica da &gua e o lipossoma vazio
para os valores do ultrafiltrado.

No caso da amostra de alfazema, a analise da EE revelou a presenca de 17,47 + 0,15
mg/mL equivalente de extrato fora dos lipossomas, constituindo 43,67 + 0,37% da concentracdo
inicial. Para losna, uma analise correspondente indicou 2,27 = 0,05 mg/mL do extrato existente
fora dos lipossomas, equivalendo a 5,67 + 0,12% da concentragdo inicial. Quanto ao orégano,
3,32 £ 0,07 mg/mL do extrato permaneceram de fora, denotando 8,30 = 0,17% da concentragéo
inicial. Por fim, a salvia exibiu 39,77 + 0,77 mg/mL de extrato remanescente do lado de fora,
abrangendo 99,43 £ 1,93% da concentracdo inicial. Essas descobertas ressaltam a dindmica de
encapsulamento variada inerente a diferentes extratos vegetais. Enquanto extratos como losna
e orégano apresentaram encapsulamento pronunciado, o extrato de sélvia exibiu um
comportamento marcadamente divergente, com a maior parte de seus constituintes ativos
permanecendo fora dos lipossomas.

Os lipossomas produzidos com extrato de losna mesmo com uma EE elevada (cerca de
97%), ndo apresentaram nenhuma atividade bioldgica, indicando que os fosfolipideos oferecem
uma boa nanoestruturagéo e carreamento, entretanto, o extrato ndo atua contra E. coli, S. aureus
ou S. cerevisiae. Ja os lipossomas produzidos com extrato de orégano apresentaram alta EE
(cerca de 91%) e demonstraram atividades bactericida e fungicida. Por outro lado, 0s
lipossomas produzidos com extrato de alfazema revelaram EE intermediaria (cerca de 56%),
mas exibiram atividades bactericida e fungiostatica. Assim, 0s nanossistemas de orégano e
alfazema foram os mais promissores, sendo o primeiro mais adequado para carreamento. Por

fim os lipossomas produzidos com extrato de salvia tiveram EE extremamente baixa (cerca de
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0,5%), mas apresentaram atividade bactericida, indicando que o carreamento desse lipossoma
ndo é satisfatorio, mas seu extrato pode ser utilizado em aplicagGes bioldgicas.

4.4. Microscopia de Forca Atémica (MFA)

Como visto nas se¢des anteriores, a Unica nanoformulacéo lipossomal que apresentou
atividade contra S. aureus, ndo diminuiu a viabilidade de células eucaridticas de mamifero, teve
atividade leveduricida e apresentou alta EE foi o LpC.sec.et de orégano. Entéo, as proximas
etapas da Tese foram conduzidas apenas com as amostras de oregano (extrato e lipossomas). O
DH obtido por DLS indicou que para os LpV de orégano haviam duas subpopulacfes de
tamanhos distintos, enquanto que para LpC de orégano havia apenas uma Unica popula¢do com
maior DH médio, compativel com a subpopulacdo maior de LpV. Esse achado foi compativel
com os visualizados por MFA, indicados na Figura IV.6. Esse resultado também corrobora com
0 PdI destas amostras, demonstrando que o LpV tinha uma maior heterogoneidade na amostra
(0,686 + 0,104), estatisticamente diferente do observado em LpC (0,488 + 0,056).

Apds obtencdo de imagens por MFA, cerca de 100 lipossomas (LpV e LpC.sec.et) de
orégano foram medidos com o auxilio do software SPM 9600, funcédo particle analysis, e assim
a altura (Z) em nm foi obtida para cada nanoestrutura individual. A media aritmética das alturas
de LpV foi de 33,90 nm e a mediana 32,01 nm. Ja para a amostra LpC.sec.et a média aritmética
foi de 46,11 nm e a mediana de 32,88 nm, como demonstram os gréficos de caixa da Figura
IV.7.

a)

90.55 141.83
[nm] [nm]
' 0.00 ' 0.00
5.00 um 10.00 x 10.00 um 5.00 um 10.00 x 10.00 um

Figura V.6 — Imagens representativas de altura (topografia) obtidas por microscopia de forca atbmica
em modo dinamico dos LpV e LpC produzidos com fosfolipideos extraidos de orégano. As imagens
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foram adquiridas com resolugdo de 512 x 512 linhas e taxa de varredura de 1 Hz. A) Imagens mostrando
LpV com diferentes tamanhos e b) Imagens mostrando LpC.sec.et.
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Figura IV.7 — Box plot das alturas em Z em nandmetros medidos no software SPM 9600 com auxilio
do mddulo de anélise de particulas (particle analysis). Foram medidos cerca de 100 lipossomas para
cada amostra com base nas imagens obtidas. LpV (lipossomas contendo agua tipo I); LpC.sec.et
(lipossomas contendo extrato etanolico/aquoso de orégano).

As alturas medidas por meio de MFA foram bem menores do que as indicadas pelo
espalhamento de luz dindmico. Este fato bastante conhecido deve-se ao fendémeno do lipossoma
ser uma vesicula maleavel e se depositar como uma gota sobre uma superficie plana (Jass, J.,
Tjarnhage, T., Puu, G., 2000; Tokumasu, F. et al., 2003). Entdo, realmente espera-se uma altura
menor. Porém, ao contrario de todos os dados obtidos anteriormente, a dispersdo da amostra no
gréafico box plot foi maior no LpC.sec.et do que no LpV. Isso pode ter ocorrido, pois ao avaliar
as imagens a quantidade de lipossomas com menores dimensdes é bastante maior do que os de
maiores dimensoes (alturas), deslocando essa média e mediana para baixo, sendo que este efeito
pode ser também associado a etapa de secagem das amostras necessaria para as analises.

A partir desses resultados pode-se observar que o encapsulamento do extrato de orégano
nos LpC.sec.et modulou vérias caracteristicas estruturais do nanossistema, inclusive o tamanho
em altura. As vesiculas apresentavam formas concéntricas compativeis com demais formacoes

ja visualizadas na literatura (Vouselen, D. et al., 2020) e no capitulo Il desta Tese.
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4.5. Analise termogravimétrica

As massas dos compostos que sdo analisados por termogravimetria sofrem alteracfes
com 0 aumento da temperatura. Essas alterac6es sdo atribuidas a varios eventos téermicos, como
evaporacdo de agua e volateis, fusdo, sublimacgdo e decomposi¢do de compostos (Gabbot, P.
2008). As curvas termogravimétricas (TG) e curvas termogravimétricas derivadas (DTG) estdo
demonstradas na Figura IV.8.

Pode-se perceber na curva de TG (Figura 1V.8a) que, para ambas as amostras, a maior
perda de massa aconteceu até 100°C, visto que as amostras estavam liquidas. As perdas foram
de 100% e 96,12% da massa até 600°C para LpV e LpC.sec.et de orégano, respectivamente. As
curvas de DTG (Figura 1V.8b) foram apresentadas apenas ap6s 100°C, tendo em vista que até
essa temperatura houve variacdo relevante, devido a perda de agua. A literatura preconiza que
as curvas podem ser distinguidas em trés zonas principais de temperatura: a perda de umidade
(até 150°C), a degradacao de lipideos (150 a 350°C) e a degradacdo de compostos encapsulados
ou minerais (acima de 350°C) (Majdana, M. et al., 2010; Szcze$, A., Sternik, D. 2016). Pode-
se perceber que a amostra de LpV apresentou apenas um pico apés 100°C em 346,6°C,
compativel com estudo anterior que demonstra a degradacdo de lectina de soja com um pico
proeminente em 346,9°C (Antunes, N. 2020). J& quando analisados os LpC pode-se perceber
uma série de picos e bandas que estdo ligadas, provavelmente, a decomposicao dos inimeros
compostos do extrato, como demonstrado em estudos anteriores de decomposicdo de
flavonoides (Candela, R.G. et al., 2021). A linha abaulada entre 150 a 350°C também pode
indicar uma transformacdo de fase conforme demonstrado em estudo anterior (Szcze$, A.,
Sternik, D. 2016). De todo modo, observou-se que o extrato interferiu, de forma expressiva na

andlise de DTG, ndo sendo possivel inferir sobre os picos de degradacédo de lipideos.
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Figura 1V.8 — Analises térmicas de lipossomas vazios (LpV) e lipossomas cheios contendo extrato
etandlico/aquoso de orégano (LpC.sec.et) até 600°C sob atmosfera de nitrogénio inerte. (a) Curvas de

analise termogravimétrica, TGA e (b) Curvas de analise termogravimétricas derivada, DTG.

4.6.  Teste de viabilidade celular com sangue periférico bovino

Outra avaliagdo com células, agora sanguineas, foi realizada, a fim de verificar em outro
tipo celular os efeitos dos lipossomas sobre a viabilidade de células eucaridticas, utilizando 3
concentragdes distintas. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura IV.9. Tanto os
extratos, como os LpC que os continham demonstraram um aumento na viabilidade celular,

todos diferentes estatisticamente do PBS (P < 0,05), sendo que apenas 0 extrato na concentragéo
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de 250 mg/mL demonstrou um aumento na viabilidade celular maior do que o PMA com taxa
préxima a 287%. Quando comparados extrato livre e LpC, especialmente na concentracdo de
250 mg/mL, pode-se perceber que a nanoestruturacdo diminuiu a viabilidade celular em cerca
de 64%. Outros estudos demonstraram que a nanoestruturacdo pode diminuir alguns efeitos do
ativo livre, ja que o ativo livre faz com que as celulas tenham uma maior absor¢éo imediata do

composto (Winter, E. et al., 2014), resultado que pode ter acontecido no presente estudo.
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Figura 1V.9 — Viabilidade (%) de células de sangue periférico bovino na presenca de extratos
etandlicos/aquosos e seus lipossomas apos 72 h de incubagdo. O método colorimétrico MTT foi utilizado
para esta avaliacdo. A viabilidade celular é representada como PBS em 100% e PMA como controle
positivo. * Indica que a amostra foi estatisticamente diferente do PMA e # indica, também, que a amostra
foi estatisticamente diferente do PBS (p<0,05).

O PMA é um composto utilizado amplamente para diferenciacdo, que € caracterizada
pelo aumento da viabilidade e proliferacdo celular (Hocevar, B.A. et al., 1992). No presente
estudo, foi observado um aumento na viabilidade celular em 76% com o uso do PMA em
relacdo ao tratamento com PBS, o0 que é esperado visto que estudos anteriores demonstram que
células tratadas com PMA tendem a ter suas taxas de viabilidade elevadas em mais de 25%
dependendo da linhagem celular (Stawinska-Brych, A. et al., 2021). Estudos prévios
demonstraram que ndo havia um efeito significativo de nanoemulsdes vazias, a base de lecitina
de soja, sobre a taxa de viabilidade celular (Vater, C. et al., 2022), resultado que foi similar ao
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observado nos LpV em todas as concentrac6es (250, 25 e 2,5 mg/mL), sendo que os resultados
foram estatisticamente similares ao tratamento com PBS (P > 0,05). Isso indica que os LpV
com fosfolipideos extraidos da propria espécie sao veiculos de transporte inertes ja que nédo
alteram a resposta das células.

J4 foi demonstrado anteriormente na presente Tese que extratos podem apresentar o
efeito do aumento da viabilidade celular (Mapoung, S. et al., 2021) e isso novamente foi
comprovado aqui. Também foi constatado que esse aumento da viabilidade celular é desejavel
nas aplicacbes topicas, pois 0 aumento na atividade mitocondrial é essencial para o

desenvolvimento de formulagGes para cicatrizagdo de feridas (Thibane, V.S. et al., 2019).

4.7. Quantificacao de espécies reativas

O 6xido nitrico (NO), uma espécie reativa de nitrogénio, ¢ um mediador molecular de
muitos processos fisioldgicos, incluindo formagdo de trombos, vasodilatacdo, inflamacéo e
entre outros (Snyder, S.H. 1992). Umas das formas de se quantificar o NO é detectar
espectrofotometricamente o nitrito formado pela oxidacdo espontanea do NO. Por meio da
avaliacdo espectrofotométrica pode-se perceber que a absorbancia é concentracdo dependente,
conforme indicado na curva de calibracdo da Figura 1V.10. A partir da equacdo indicada nessa
figura pode-se inferir a concentracdo de NO nas suspensdes celulares obtidas no ensaio anterior,
com sangue periférico bovino. As concentracfes de NO obtidas pela correlacdo da absorbancia

das amostras com essa equacdo sao demonstradas na Figura 1V.11.
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Figura 1V.10 — Curva de calibracdo comparando concentragdo de nitrito (UM) e absorbancia no
comprimento de onda de 548 nm. O gréafico também apresenta a equagao da reta e o r2.

A utilizacdo tanto do PMA, quanto dos LpV ndo aumentaram a producdo de NO das
amostras, sendo estatisticamente semelhante ao PBS, indicando mais uma vez que a utilizagédo
de fosfolipideos extraidos do mesmo material botanico ndo interfere nas andlises realizadas.
Diferentemente, outro estudo demonstrou que células tratadas com o fosfolipideo lectina de
soja apresentaram um aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio (Mishra, A. et al.,
2021).

Ja quando analisados o extrato etanélico/aquoso de orégano (na concentracdo de 250
mg/mL) pode-se perceber um aumento em cerca de 565x na producdo de NO quando
comparado ao PBS. Essa producdo de NO foi dose dependente, ja& que, ao diminuir a
concentracdo de extrato, também houve a diminui¢do da produgdo de NO. Quando analisados
0s LpC percebe-se também um aumento na producao de NO, todavia, em uma propor¢do menor
(cerca de 447x na concentragdo de 250 mg/mL). Quando comparados os LpC com os extratos
livres, em cada concentracdo, todas foram estatisticamente diferentes, indicando que a
nanoestruturacdo leva a uma menor producdo de espécies reativas, ou seja, quando
nanoestruturadas, a liberacao do extrato pode ser menor levando a menor producao de espécies

reativas. Outros artigos ja demonstraram que diversas atividades de extratos podem ser
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diminuidas com a nanoestruturacdo, indicando que a possivel causa seja a liberacéo sustentada
desses extratos (Manea, A-M., Vasile, B.S., Meghea, A. 2014; Istrati, D. et al., 2016).

Um fato importante que deve ser considerado é que o NO tem um papel de sinalizacédo
e regulacédo do crescimento, desenvolvimento e respostas de defesa das plantas (Flores, T. et al.
2008; Hong, J.K. et al. 2008). Também cabe destacar que pode haver uma producdo endogena
de NO nas plantas em resposta a estresses abioticos (Garcés, H., Durzan, D., Pedroso, M.C.
2001), invasdo de patogenos (Delledonne, M. et al. 1998) e desafios com fungos (Foissner, I.
et al. 2001), entdo pode ser que o NO enddgeno dos extratos tenha interferido neste resultado.

As espécies reativas em locais de lesdo de pele desempenham um papel fundamental
para a resposta normal de cicatrizacdo de feridas. Os elevados niveis de espécies reativas no
local tém a capacidade de regular a formacdo de vasos sanguineos (angiogénese) no local da
ferida (Dunnill, C. et al., 2015). Entretanto, para que a presenca de espécies reativas seja
compativel com uma boa cicatrizacdo, ela deve ser uma resposta local e permanecer em uma
concentracdo ndo toxica (Cooke, J et al., 2015). Entdo, estudos futuros devem ser realizados

para testar clinicamente a eficacia desses extratos e nanossistemas.
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Figura 1V.11 — Quantificacdo de nitrito (uUM) em suspensdes de células sanguineas periféricas
incubadas com as amostras de extratos livres, lipossomas vazios (LpV) e lipossomas cheios contendo
os extratos de orégano (LpC.sec.et) por 72 h em trés concentragdes distintas. PBS e PMA foram
utilizados como controles.
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

Com base nos dados obtidos foi possivel, mais uma vez, realizar com sucesso a
nanoestruturacao de 8 nanossistemas (4 LpV e 4 LpC.sec.et) a partir de material botanico de
alfazema, losna, orégano e sélvia. No ensaio em levedura S. cerevisiae, modelo de C. albicans,
0s LpC de alfazema e orégano demonstraram atividade fungistatica, enquanto seus extratos
livres ndo demonstraram tal efeito, sendo que desses, apenas orégano demonstrou atividade
leveduricida. Dos LpC, as EE encontradas foram de 56,33%; 97,33%; 91,70%; e 0,57% nas
espécies de alfazema, losna, orégano e salvia, respectivamente. Assim, foi observada uma
grande variacdo quanto a EE, algo considerado previsivel no presente estudo, visto que, a
extracdo de fosfolipideos foram de espécies distintas e que os constituintes fitoquimicos dos
extratos também sdo bastante distintos. A MFA demonstrou nanoformulacdo de vesiculas
concéntricas, esperadas na formacdo de lipossomas com altura média em nanoescala para 0s
LpV (33,90 nm) e LpC (46,11 nm) de orégano e que os fosfolipideos extraidos para formulacdo
de lipossomas apresentam um pico de degradacgdo proximo ao da lectina de soja. Também foi
possivel confirmar mais uma vez que extrato e LpC de orégano aumentam a viabilidade celular.
Sendo assim foi possivel caracterizar biolégicamente e fisicoquimicamente os lipossomas
produzidos, possibilitando a selecdo daqueles que apresentaram atributos mais adequados a

aplicacdo pretendida.
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CAPITULO V

PRODUCAO DE HIDROGEL CONTENDO LIPOSSOMAS

Figura V.1 — Resumo grafico do Capitulo V, demonstrando um hidrogel vazio e um hidrogel contendo
lipossomas e extratos vegetais. Ao redor sdo demonstradas etapas de caracterizacOes realizadas com 0s
hidrogéis.
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Resumo

Hidrogéis sdo sistemas reticulados tridimensionais que ja vem sendo estudados e até mesmo
aplicados em curativos. Esse tipo de material quando utilizado em curativos oferece uma série
de beneficios, sendo o principal deles fornecer um suporte mecéanico para migracdo celular e
regeneracdo dos tecidos. O objetivo do presente Capitulo V foi produzir e caracterizar hidrogéis
a fim de incorporar LpC.sec.et de orégano para futuras aplicacdes topicas. Foi possivel obter
uma concentracdo otimizada dos polimeros carboximetilcelulose (2,5%) e agarose (3%) para
que 0 mesmo se mantivesse estruturado a0 mesmo tempo em que permanecesse maleavel,
caracteristicas desejaveis para a aplicacao pretendida. O hidrogel também ndo teve alta taxa de
intumescimento, ideal para aplicacGes topicas. Contudo, percebeu-se que o tempo de retencéo
do hidrogel em modelo de pele artificial ndo é longo, necessitando assim de aprimoramento
futuro caso seja necessario mais tempo de aderéncia na superficie. De todo modo, o hidrogel
desenvolvido possibilitou a liberacdo dos contetdos dos lipossomas atraves de uma membrana
de dialise por mais de 72 h, com uma taxa de liberacéo total de k = -0,064, com uma maior taxa
nas primeiras 24 h, confirmado por teste antimicrobiano. Assim, conseguiu-se produzir um
hidrogel que além de estabilizar mais os lipossomas, tem potencial para realizar a entrega e
liberacdo sustentada dos principios ativos.

Palavras-chave: Carboximetilcelulose, agarose, taxa de liberacdo, atividade antimicrobiana.
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Abstract

Hydrogels are three-dimensional cross-linked systems that have already been studied and even
applied in curative. This type of material, when used in curative, offers a series of benefits, the
main of which is providing mechanical support for cell migration and tissue regeneration. The
objective of this Chapter V is to produce and characterize hydrogels in order to incorporate
oregano LpC.sec.et for future topical applications. It was possible to obtain an optimized
concentration of the polymers carboxymethylcellulose (2.5%) and agarose (3%) so that it
remained structured while remaining malleable, desirable characteristics for the intended
application. The hydrogel also did not have a high swelling rate, ideal for topical applications.
However, it was noticed that the retention time of the hydrogel in an artificial skin model is not
long, thus requiring future improvement if longer adhesion time to the surface is required. In
any case, the developed hydrogel enabled the release of liposome contents through a dialysis
membrane for more than 72 h, with a total release rate of k = -0.064, with a higher rate in the
first 24 h, confirmed by antimicrobial testing. Thus, it was possible to produce a hydrogel that,
in addition to further stabilizing the liposomes, has the potential to perform the delivery and

sustained release of the active ingredients.

Keywords: carboxymethylcellulose, agarose, delivery rate, antibiotic activity.
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1. INTRODUCAO

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, representa cerca de 10% do peso corporal, e
constitui a barreira do corpo contra patégenos do meio ambiente, sendo formada por trés
camadas interconectadas (Eke, G. et al., 2017; Tchemtchoua, V.T. et al., 2011). Devido a esse
alto contato externo, a pele é altamente suscetivel a danos. Ao acontecer esses danos, um
processo de cicatrizacdo € iniciado. Os danos na pele podem ser agudos ou cronicos, sendo
agudos quando se trata de um trauma acidental que podem demorar de dias até meses para o
processo de cicatrizagdo completa; e quando crénico, como aqueles resultantes de queimaduras,
infeccdes, diabetes podem demorar muito tempo para ocorrer 0 processo de cicatrizacao, sendo
assim um tratamento de longo prazo é necessario (Niculescu, A.G., Grumezescu, A.M. 2022).

Para curar feridas, varios tipos de curativos foram desenvolvidos desde gaze até mesmo
nanofibras e hidrogéis (Kang, J.l., Park, K.M. 2021). Os hidrogéis sdo sistemas de rede
reticulados em 3D compostos de polimeros com afinidade por dgua (Aljghami, M.E., Saboor,
S., Amini-Nik, S. 2019). Os hidrogeis tém inimeras vantagens ao serem aplicados na pele, visto
gue podem oferecer a hidratacdo necessaria, sao faceis de trocar, sdo biocompativeis, podem
ser funcionalizados de véarias maneiras para entregarem ativos necessarios para melhor
cicatrizacdo, e por fim, e mais impotante, podem simular a composi¢do e as propriedades
mecanicas dos tecidos naturais, fornecendo espaco suficiente e suporte mecanico para migracéo
celular e regeneracdo de tecidos (Boateng, J.S. et al., 2008; Wang, J. et al., 2019).

Diversos biopolimeros podem ser empregados na elaboracdo de hidrogéis, como a
agarose e a caboximetilcelulose. A agarose é um polissacarideo linear e biocompativel extraido
de algas marinhas, cujas propriedades mecanicas sdo semelhantes as de tecidos e que podem
ser facilmente moduladas variando a concentracdo (Miguel. S.P. et al., 2014). Ja a
carboximetilcelulose € um biopolimero aniénico derivado da celulose, com propriedades como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, entretanto apresenta baixa resisténcia mecanica,
necessitando comumente ser combinada com outros polimeros. A carboximetilcelulose também
nédo apresenta atividade celular expressiva, podendo ser considerada biologicamente inerte (L1,
Y.etal, 2019).

Para que um hidrogel seja funcionalizado e aplicado, este deve ter algumas
caracteristicas reologicas bem definidas. Nesse sentido, também é necessario verificar se 0
principio ativo incorporado pode ser liberado da malha tridimensional de polimeros. Assim, o
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propdsito deste Capitulo V foi produzir e caracterizar hidrogéis que foram incorporados com
lipossomas carreando extratos com atividades bioldgicas conhecidas.
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2. OBJETIVOS

- Selecionar a melhor concentracdo de polimeros para producédo de hidrogéis;

- Avaliar as caracteristicas reoldgicas dos hidrogéis produzidos por testes de intumescimento,
ressecamento e fixagéo;

- Formular hidrogéis contendo lipossomas com atividade biologica anteriormente verificada;

- Avaliar as caracteristicas biologicas dos hidrogéis produzidos;

- Avaliar a eficiéncia de liberacdo de lipossomas da malha polimérica do hidrogel.
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3. METODOLOGIA
A metodologia utilizada no Capitulo V €é apresentada na Figura V.2, conforme
mencionado na apresentacdo da Tese. Informacdes mais detalhadas sobre os materiais e

métodos estdo disponiveis no Capitulo I.

Capitulo V

Producgéo e
triagem de
hidrogel
(3.17.)

!

Teste de
intimescimento
(3.18.1.)

\/r\

Teste de
ressecamento
(3.18.2))

\_/l/\

Teste de fixacao
(3.18.3.)

- Y

Complexagao

Lp escolhido

com Hidrogel
(3.18.4.)

’

Teste de halo de
inibicao
(3.18.5.)

Teste de
liberacéao
(3.18.6.)

Figura V.2 — Fluxograma da metodologia empregada no Capitulo V da presente Tese. Sendo 0s
retangulos brancos etapas intermediérias e as formas de colora¢do amarela etapas de caracterizagdo. As
numeragdes em negrito abaixo de cada item do fluxograma indicam a numeracdo da secdo na qual essa
metodologia foi descrita no Capitulo I.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo e triagem do hidrogel

Foram produzidos 20 mL de cada hidrogel com as variacdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%
de carboximetilcelulose e a mesma concentracdo de agarose (3%). Os hidrogéis foram
armazenados a temperatura ambiente em uma forma de silicone com 5 cm? e apds geleificacio

foram cortados em quadrados de cerca de 1 cm?, como mostrados na Figura V.3.

Figura V.3 — Fragmentos de hidrogeis com porcentagem fixa de agarose (3%) e variagOes de
carboximetilcelulose (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5%), sendo avaliados 3 fragmentos para cada concentracéo.

Com base nas caracteristicas macroscopicas avaliadas, a porcentagem de
carboximetilcelulose escolhida como mais adequada foi de 2,5% por conferir maior resisténcia
mecanica ao gel. Com essa concentracdo, ap6s 0 manuseio dos mesmos eles mantiveram sua
forma e ndo quebraram. O uso de hidrogéis no tratamento de feridas tem sido cada vez mais
explorado. Além de facilitar as trocas, “curativos” a base de hidrogéis podem oferecer diversas
caracteristicas adicionais como manter a hidratacdo da pele e inibir o crescimento de
microrganismos oportunistas (Yaxuan, Y. et al., 2021). J& foi demonstrado que um hidrogel
contendo agarose melhora a cicatrizagdo, inclusive diminuindo a inflamacéo (Miguel, S.P. et
al., 2014). Outro estudo demonstrou que um hidrogel de carboximetilcelulose e polilisina

promoveu o reparo de feridas apresentando caracteristicas reoldgicas estaveis e degradabilidade
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efetiva (Wang, X. et al., 2021). A carboximetilcelulose € um polimero biocompativel e
biodegradavel, sendo que ha um crescente nimero de trabalhos envolvendo esse composto na
area biomédica que demonstram suas excelentes propriedades como biodegradacédo favorecida
e custo baixo (Wang, S. et al., 2011; Boppana, R. et al., 2010).

4.2.  Teste de intumescimento PBS e &gua e teste de ressecamento

Com base nas observacGes da secdo anterior, o hidrogel produzido a partir da
combinacédo de 3% de agarose e 2,5% de carboximetilcelulose foi produzido e seccionado em
quadrados com cerca de 1,5 cm? e adicionados em 10 mL de agua ou PBS, ou foram deixados
expostos ao ambiente. Com o peso de cada fragmento devidamente medido e a variagédo
percentual do peso ao longo do intervalo de tempo (24 h) avaliado, foram obtidos os resultados

apresentados na Figura V.4,
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Figura V.4 — Curvas cinéticas da avaliacdo reoldgica de hidrogel de agarose (3%) e
carboximetilcelulose (2,5%) por meio do teste de intumescimento em agua e PBS, e teste de
ressecamento, sendo cada teste realizado em triplicata.

Pode-se perceber nos testes de intumescimento, seja com agua ou PBS que o ganho de
peso do hidrogel aconteceu apenas nas primeiras 24 horas, sendo que nos demais intervalos de

tempo avaliados o hidrogel progressivamente perdeu esse peso, entretanto ndo retornou ao peso
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inicial. J& no teste de ressecamento pode-se perceber que com 24 h houve perda de cerca de
50% do seu peso, prolongando até o final das 72 h de avaliag&o.

Estudo recente demonstrou que um hidrogel para aplicacdes tdpicas ndo pode ter taxa
de intumescimento alta, pois se um hidrogel apresenta taxa de intumescimento elevada
demonstra que as ligagdes tridimensionais do hidrogel ndo estdo muito estaveis e podem se
degradar facilmente (Huan, H. et al., 2023). Um estudo recente sugeriu que uma taxa de
intumescimento de 313,7% de um hidrogel ainda seria considerada baixa (Lan, G. et al., 2021).
Na presente Tese, nas primeiras 24 h foi observada uma taxa de no maximo 108,8 + 3,7% com
agua tipo | e de 106,9 + 1,9% com PBS, o que € considerada extremamente baixa conforme a
literatura. Na Figura V.5 pode-se visualizar a comparacdo de uma seccdo do hidrogel que
apresentou intumescimento em agua (5,01 cm?) comparada a uma sec¢do do hidrogel que foi
exposta ao teste de ressecamento (0,76 cm?) ap6s 72 h. Ambas eram seccBes com area
aproximada de 1,5 cm? no inicio das avaliagdes. A area medida ao final dos testes representa
uma variacao de 84,83% (perda na amostra ressecada).

Figura V.5 — Seccéo de hidrogel de agarose (3%) e carboximetilcelulose (2,5%) submetida ao teste de
intumescimento em agua (esquerda) quando comparada a sec¢do de mesma &rea inicial submetida ao
teste do ressecamento. Imagem obtida ap6s 72 h de avaliagdo.

4.3.  Teste de fixagdo

SecgOes do hidrogel selecionado, sem passar pelo processo de hidratagdo
(intumescimento), foram aderidas por 30 segundos em pele artificial e em polietileno e, em
seguida, invertidas 180°. A seccdo de hidrogel se manteve fixada por 20 min e 21 segundos em

pele artificial e ja em polietileno ficou fixada por 30 h e 34 min. Para possiveis aplicagdes em
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pele pode-se perceber que sera necessaria uma complexagdo do hidrogel com algum outro
componente que possa aumentar a capacidade adesiva dos mesmos e pele. Uma das opgdes para
aumentar a aderéncia em superficies como a pele seria adicionar agrupamentos quimicos que
estabelecam ligacdes que possam favorecer a estabilidade com a pele, como ligacdes oximas
(Li, Z., Liu, L., Chen, Y. 2020).

4.4. Teste de halo de inibicao

O teste de halo de inibicdo foi realizado com o hidrogel associado com lipossomas
vazios (LpV orégano) e cheios de extrato etanolico/aquoso (LpC.sec.et orégano) incorporados.
Também foi utilizado hidrogel associado com antibidticos para ser controle positivo; hidrogel
sem adicdo de outros componentes e hidrogel contendo lipossoma vazio. Os hidrogéis foram
produzidos com 500 pL de contetido aquoso (como demonstra a Figura V.6), sendo sempre 450
pL de agua tipo | e 50 pL do conteddo que ele veicula. Portanto, partindo da concentracao
inicial de extrato de 2500 mg/mL, cada hidrogel apresentou o equivalente a uma concentracao
final de 250 mg/mL de extrato de orégano (ou componentes correspondentes), a mesma
aplicada nos testes MIC dos Capitulos anteriores. Foi realizado um teste preliminar que
demonstrou que nem hidrogel contendo o LpV, nem apenas o hidrogel controle (sem
incorporacdo de lipossomas) demonstravam atividade contra as bactérias testadas, como

mostrado na Figura V.7.
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Figura V.6 — Exemplo representativos dos hidrogéis de agarose (3%) e carboximetilcelulose (2,5%)
produzidos para o teste do halo de inibicdo, sendo o hidrogel da esquerda contendo os antibiéticos
penicilina e estreptomicina e o hidrogel da direita contendo LpC.sec.et de orégano.

Figura V.7 — Fotografia representativa de placa de Petri ap6s 72 h da inoculagdo de S. aureus e
exposicdo a hidrogéis. Hidrogel superior contendo antibidtico, inferior esquerdo contendo LpV e
inferior direito apenas com agua. Barra preta representa 1 cm.
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Com auxilio do software ImageJ, foram obtidas 4 medidas do halo formado nos tempos

de 24, 48 e 72 h, como apresentado na Figura V.8 e os resultados estdo demonstrados na Tabela

V.1

Tabela V.1 — Halo de inibicdo formado pelos hidrogéis contendo antibiético (Anti), extrato de orégano
(Ext) e LpC.sec.et de orégano (LpC) de nos tempos de 24,48 e 72 h

Bactéria Hidrogel Tamanho do halo (mm)
contendo 24 h 48 h 72 h
E. coli Anti 9,7+18 103+1,2 13,0+1,2
E. coli Ext [} [} a
E. coli LpC g ) g
S. aureus Anti 9,0+15 93+21 94+18
S. aureus Ext 4} @ a
S. aureus LpC 22+1,1 2315 2,3+0,8

@ indica que ndo houve a formagéo de halo de inibicéo.

Diferentemente dos testes de MIC em meio liquido conduzidos nos capitulos anteriores,
aqui apenas os hidrogéis contendo LpC tiveram acdo sobre o microrganismo S. aureus,
demonstrando que os LpC apresentaram facilidade para desprender ou liberar seus conteddos
(extrato etandlico/aquoso) da matriz polimérica e atuar sobre os microrganismos, diferente do
extrato livres. Nos hidrogéis contendo lipossomas ou extrato consegue-se perceber um halo de
difusdo do extrato no meio. Estudos demonstraram que hidrogéis tem a capacidade de manter
ou proteger o que nele contido (Monerris, M. et al., 2019), entdo além do resultado positivo
pode-se perceber que houve entrega sustentada desse principio ativo, liberacdo essa que sera

calculada no préximo topico.
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Figura V.8 — Fotografias de placas de Petri em variados intervalos de tempo apds inoculagéo. a) Inocula¢do com E. coli; b) inoculagdo com S. aureus.
Hidrogel superior contendo antibi6tico, inferior esquerdo contendo extrato etandlico/aquoso de orégano e inferior direito contendo LpC.sec.et de
orégano. Barra preta representa 1 cm.
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45. Teste de liberagdo e determinagdo da constante k

O experimento para avaliacdo da liberacdo dos lipossomas e os componentes do extrato
de orégano dos hidrogéis foi realizado adicionando 500 pL de hidrogel contendo LpV ou
LpC.sec.et de orégano com 1 mL de agua tipo I em uma membrana de dialise clipada submersa
em 40 mL de agua tipo I, como demonstrado na Figura V.9. Os dados de Cnd foram medidos
na agua tipo | que estava do lado de fora da membrana apés variados intervalos de tempo
(Figura V.10a). Entretanto, para comparar o perfil de liberacdo de varias formulacGes durante
0 experimento, os dados foram previamente normalizados para 100% de liberacdo em 98 e 100
h, quando ja ndo havia mais alteragdo da Cnd, como demonstra a Figura V.10b. Isso permite a
comparacao de formulagdes com diferentes contetidos seja livre ou nanoestruturado. Apos a
normalizacdo, o seguinte modelo foi utilizado para ajustar os dados experimentais utilizando

regressdo ndo linear.

Figura V. 9 — Hidrogéis dentro de membranas de dialise de 12 a 14 kDa, sendo a da esquerda com
hidrogel contendo LpV e a da direita contendo LpC.sec.et de orégano.
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Figura V.10 — Perfil de difusdo dos componentes através de membranas de dialise de 12-14 kDa de
lipossoma vazio (LpV) ou de lipossoma contendo extrato etandlico/aquoso de orégano (LpC.sec.et). a)
Demonstracao do perfil de Cnd; b) Dados relativos normalizados para liberacao de 100% dos lipossomas
em 96 h.

Com base nas curvas obtidas foi calculada a contante de liberagdo (k) de acordo com
formula no tempo de 96 h e k = -0,064735501. Pode-se entdo ser calculados T99, T90, T50,
T20 e T10 que séo os tempos necessarios para liberar 99%, 90%, 50%, 20% e 10% do contetdo
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dos lipossomas, respectivamente. T99 =71 h, T90=35h, T50=10h, T20=3,4he T10=1,6
h. Durante o teste de liberacdo, as amostras liberaram rapidamente a maioria do contetddo dos
lipossomas (>50% em 10 horas). A libertacdo global do extrato observada €, portanto, resultado
de dois processos paralelos de transporte de massa: (1) a “verdadeira” libertagdo do extrato a
partir dos lipossomas; e (2) a difusdo do extrato liberado através da membrana de dialise. Pode
haver conteldos pequenos que possam passar através da membrana, o que sao raros, visto que
0s conteudos de extratos formam normalmente enovelados grandes (Xu, X. Khan, M.A.,
Burgess, D.J. 2012). Por mais que haja liberacdo rapida dos extratos, percebeu-se um aumento

de liberacdo até 96 h.
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

Com base nos resultados obtidos pode-se perceber que foi possivel obter um hidrogel de agarose
(3%) e carboximetilcelulose (2,5%) que manteve seu formato mesmo apds manuseio; que
apresentou taxa de intumescimento baixa, importante quando se trata de aplicagdes topicas; e
que possibilitou a incorporacao de lipossomas com atividades antibacteriana contra S. aureus
por até 72 h. E necessario melhorar a bioadesividade do protétipo de hidrogel desenvolvido,
possivelmente estruturando uma bandagem com outros polimeros. Também conseguiu-se
determinar a taxa de libera¢do do contetdo do lipossoma contendo extrato etandlico/aquoso de
orégano do hidrogel em agua em uma taxa de k = -0,0647, sendo o T10 =16 h, T20=3,4 h
T50=10h, T90 =35 h e T99 = 71 h. Assim, conseguiu-se produzir um hidrogel que além de
estabilizar mais os lipossomas, tem potencial para realizar a entrega e liberacdo sustentada dos

principios ativos presentes no extrato.
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6. CONCLUSOES / CONSIDERACOES FINAIS

A partir de metodologia adaptada de patente depositada foi possivel extrair fosfolipideos
de folhas e caules de 20 espécies vegetais, e perceber que 17 delas possibilitaram a
nanoestruturacdo de lipossomas, sendo seu, contetdo, agua (LpV) ou extrato (LpC). Uma
vantagem percebida no presente método é a ndo necessidade de extrusdo por membrana para
obtencdo de nanossistemas, tornando a producdo de lipossomas menos onerosa e mais
sustentavel. Em LpV foram confirmados por espectroscopia Raman picos e bandas referentes
a formacdo de lipossomas. Lipossomas carreando extratos etandlicos/aquosos (LpC.sec.et) de
alfazema e orégano na concentracdo de 250 mg/mL revelaram potencial antibacteriano e
antioxidante, preservando a viabilidade de células eucaridticas de mamiferos. No ensaio com
levedura S. cerevisiae, modelo para fungos patogénicos de humanos como C. albicans, 0s
LpC.sec.et de alfazema e orégano demonstraram atividade fungistatica, enquanto os extratos
livres correspondentes ndao demonstraram, sendo que desses, apenas orégano demonstrou
atividade fungicida. Dos LpC.sec.et produzidos, as EE obtidas foram bastante variadas
conforme a fonte do material botanico, com 56,33% e 91,70% para as espécies de alfazema e
orégano, respectivamente. Por MFA foi possivel comprovar a presenca de estruturas
concéntricas compativeis em topografia com a formacdao de lipossomas, e por TGA foi possivel
averiguar um pico de degradacao de lipideos compativel com lectina de soja. Para conferir uma
maior estabilidade e entrega sustentada dos lipossomas e seu conteudo foi formulado um
hidrogel com 3% de agarose e 2,5% de carboximetilcelulose que conferiu maior resisténcia e
estabilidade, apresentou taxa de intumescimento baixa, atributo desejavel para aplicacbes
topicas. A formulacdo de lipossomas incorporados em hidrogel ainda apresentou atividade
inibitdria contra S. aureus. Em teste de liberacdo em membrana de dialise foi constatar que o
tempo necessario para o hidrogel liberar 90% do conteudo lipossomal foi de 35 h. Em sintese,
foi possivel a formulagdo de um nanossistema lipossomal 100% de origem vegetal com
atividade antimicrobiana (bactéria Gram-positiva e levedura), atividade antioxidante e sem
efeitos negativos em células eucaridticas de mamiferos o qual pode ser incorporado a hidrogel
biopolimérico permitindo a liberacdo sustentada dos componentes fitoquimicos bioativos. As
perspectivas dessa Tese apontam para realizacdo de testes em culturas de células epiteliais e
avaliacdes in vivo. Esses testes representam um passo crucial para futura aplicacédo topica desses
hidrogéis contendo lipossomas vegetais, tanto em animais quanto em seres humanos.
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7. CRONOGRAMA FINAL

Atividades

2019

2020

2021

2022

2023

1°sem | 2°sem

1°sem

2°sem

1°sem

2°sem

1°sem | 2°sem

1°sem | 2°sem

Revisdo da
literatura

Cursar
disciplinas

Participacao
em eventos

Prospectar
plantas
medicinais

Extracéo de
principios
ativos

Extracdo de
fosfolipideos

Producdo de
lipossomas

Caracterizagéo
de lipossomas

Teste in vitro
de atividade
antibacteriana

Teste in vitro
de atividade
antifungica

Teste in vitro
de atividade
antioxidante

Formulagéo
do hidrogel

Caracterizagéo
do hidrogel

Associacao
lipossomo -
hidrogel

Teste in vitro
de viabilidade
celular

Publicagéo de
artigos

Exame de
gualificacdo

Defesa da tese

O cronograma demonstra todas atividades realizadas (¢), sendo que foi adicionado mais um periodo de
tempo no cronograma (1° e 2° sem de 2023), pois a bolsa CAPES foi prorrogada por mais 9 meses em
funcéo da pandemia de SARS-CoV-2.
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8. LISTA DE PRODUCAO CIENTIFICA

8.1. Capitulos de livro

- Silva, L.P., Bonatto, C.C., Carvalho, B.S., Pupe, J. M., Pereira, T. M., Araujo, T.F. Sintese
Verde de Nanomateriais. In: Graziella Anselmo Joanitti; Paulo César de Morais; Ricardo
Bentes de Azevedo. (Org.). Nanotecnologia: consideragdes em materiais, salude e meio
ambiente. led.Brasilia: Editora Universidade de Brasilia, 2022, v. 1, p. 1-51.

- Silva, L.P., Silvera, A.P., Bonatto, C.C., Barbosa, E.F., Medeiros, K.A., Viol, L.C.S., Pereira,
T.M., Santiago, T.R., Polez, V.L.P., Lauria, V.B.M. Capitulo 12: Sustainable Exploitation of
Agricultural, Forestry, and Food Residues for Green Nanotechnology Applications. In:
Devarajan Thangadurai; Saher Islam; Jeyabalan Sangeetha; Natadlia Martins. Biogenic
Nanomaterials Structural Properties and Functional Applications. 1ed: 2021, v.1, p. 1-392.

- Silva, L. P., Pereira, T.M., Bonatto, C.C. Frontiers and perspectives in green synthesis of
silver nanoparticles. In: Ashutosh Shukla; Siavash Iravani. Green Synthesis, Characterization

and Applications of Nanoparticles. 1led. Amsterda: Elsevier, 2019, v.1, p.137-164.

8.2. Artigos publicados em revistas internacionais

- Pereira, T.M., Bonatto, C.C., Silva, L.P. Rapid and Versatile Biosensing of Liposome
Encapsulation Efficiency Using Electrical Conductivity Sensor. Biosensors. v. 13, n. 9, ID do
artigo 878. 2023. https://doi.org/10.3390/bios13090878

- Pereira, T. M., Polez, V.L.P., Sousa, M.H., Silva, L.P. Modulating physical, chemical, and
biological properties of silver nanoparticles obtained by green synthesis using different parts of
the tree Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos. COLLOID AND INTERFACE SCIENCE
COMMUNICATIONS, v. 34, p. 100224, 2020.

- Neto, L.A.A., Pereira, T.M., Silva, L.P. Magnetic nanoparticles coated with carbohydrates
for 3D culture of bacteria. Materials Science & Engineering C-Materials for Biological
Applications, v. 116, p. 111267, 2020.

- Araujo, T.F., Pereira, T.M., Araujo Neto, L.A., Bonatto, C.C., Silva, L.P. Enzymatic
Browning Modulates Properties of Silver Nanoparticles Produced with Banana Peel Extract.
Journal of Inorganic and Organometallic Polymers and Materials, v. 30, p. 3702-3708, 2020.
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- Neto, L.AA., Pereira, T.M., Silva, L.P. Evaluation of behavior, growth, and swarming
formation of Escherichia coli and Staphylococcus aureus in culture medium modified with

silver nanoparticles. Microbial pathogenesis, v. 149, p. 104480, 2020.

8.3. Artigos submetidos

- Pereira, T.M., Bonatto, C.C., Magarelli, G., Amaral, A.F.C., Carvalho, W.A., Polez, V.L.P.,
Silva, L.P. Eco-friendly and bioactive plant extracts unveil antimicrobial properties, antioxidant
activity, and eukaryotic cell non-cytotoxicity

- Pereira, T.M., Bonatto, C.C., Silva, L.P. Facile and inexpensive method for the synthesis of
self-assembled vegan liposomes using medicinal plants.

8.4. Resumos publicados em Anais de eventos
- Resumo e apresentacdo oral de e-poster no IV CDNB (Atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus de lipossomas contendo extrato vegetal);
- Resumo e apresentacdo oral de e-poster no Il CDNB (Desenvolvimento de lipossomas
vegetais para aplicacdo biomédica);
- Resumo e apresentagdo oral de pdster no XXVI Encontro do Talento Estudantil (Extratos
aquosos e etanolicos de plantas medicinais com atividade contra bactéria Gram-positiva);
- Resumo e apresentacdo oral de e-pbster no | CDNB (Lipossomas contendo extratos aquosos
de plantas medicinais);
- Resumo e apresentacédo de e-pdster no 23° Simpdsio em Ciéncia e Engenharia de Materiais do
PGrCEM (EESC/USP) (Modulation of physical characteristics of silver nanoparticles produced
via green synthesis);
- Resumo e apresentacado oral de poster no XXV Encontro do Talento Estudantil (producédo de
lipossomas a base de plantas medicinais);
- Resumo e apresentacao oral de poster no XXIV Encontro do Talento Estudantil (Producéo de
lipossomas com propriedades anti-inflamatorias e antibacterianas);
- Resumo no 2° Simposio Araucédria em Biologia Celular e Molecular (Development of
superficially modified magnetic nanoparticles with carbohydrates for the cellular culture of
microorganisms);
- Resumo e apresentacdo oral de péster no IX simpésio da BIOMOL 2019 (Producéo e
caracterizagdo de nanoestruturas a base de plantas medicinais);
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8.4. Atuagdo como membro da comissdo organizadora:
- | Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia;
- Il Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia;

- 111 Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia.
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Ministério do Meio Ambiente
COMSELHO DE GESTAD DO PATRIMONID GENETICO

SISTEMA KA CIONAL DE GESTAD DO PATRIMOHIO GENETICO E DO CONHECIMENTD TRADICIMAL ASSOELADO

Comprosante de Cadastrs de Acesso
Cadastro n® ADTEZ0

A atividade de acesso ao Pavrimnio Genddco, nos lermos ababoo resumida, foi cadasieda no SeGen,
em atendimento 2o previsio na Lei n® 131232015 & seus regulamenios.

Mimero do cadastro: ADTEZOA

Umashirio: Embrapa

CPFICNP.k 00,348 B03/0001 10

Objeto do Acesso: Patriménio Gendtico

Firabdade da Aoes=a: Pesguisa & Desenvolvimento Tecnalégico
Espocis

Tropaeolum majus |Kapucinka)
Ocimum gratissimum

Tiulo da Atrvidade: PRODUGAD DE LIFOSSOMAS A BASE DE PLANTAS MEDICIMAIS
Equipe
Luciano Paulino da Silva Embrapa Recursos Gendticos e Bioteonologia
Tatiane de Medo Pereira Embrapa Recursos Gengticos e Bioteonologia - Bolsista
Data do Cadasina: ZRMN2020 17:34:42
Situacdo do Cadasten: Concluido

Conselha de Gestho do Painmbnio Genétioo
Sihuacho cadasial cordorme consulta ao SsGen &m 17:36 de ZRM02020.

O N BIBTEMA MACIOHAL DE GESTAS
DO PATRIMOMIO GENETICS
E [0 CONHECIMENTO TRADICIGHAL
PN ASEOCIADG - BISSEH
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Embrapa Gado de Leite
Em:zpa

Comisséo de Etica no
Gado de Leite

Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Desenvolvimento de estratégias inovadoras de imunizacao para viabilizar o
uso de vacas como biofdbricas de anticorpos neutralizantes produzidos a partir do colostro para tratamento e
prevencao de doencgas infeciosas em bezerros e humanos", protocolada sob o CEUA n? 1915290721 (i 000385}, sob a
responsabilidade de Wanessa Aratjo Carvalho e eqguipe; Mariana Magalhdes Campos - que envolve a producao,
manutencao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Embrapa Gado de
Leite (CEUA/EGL) na reunido de 22/09/2021.

We certify that the proposal "Development of innovative immunization strategies to enable the use of cows as bio-
factories of colostrum neutralizing antibodies for treatment and prevention of infectious diseases in calves and
humans", utilizing 30 Bovines (30 females), protocol number CEUA 1915290721 o coo3ss), under the responsibility of
Wanessa Araltijo Carvalho and team; Mariana Magalhaes Campos - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009,
as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Embrapa Gado de Leite Corporate (CEUA/EGL) in the
meeting of 09/22/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 09/2021 a 09/2023  Area: Nlcleo de Satde Animal E Qualidade do Leite

Origem: Campo Experimental José Henrique Bruschi
Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 4a 10 anos Quantidade: 30
Linhagem: Holandesa Peso: 450 a900kg

Juiz de Fora, 10 de outubro de 2023

[% .]
\ !
Dr. Rui da Silva Verneque 'l Maria Izabel Carneiro Ferreira
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais ViseCaotoenaona daA(rZ‘?rr:;is:éo de Etica no Uso de
Embrapa Gado de Leite Embrapa Gado de Leite

Rua Eugénio do Nascimento, 610, Dom Bosco, Juiz de Fora, Minas Gerals, CEP 36038-330 - Sede da Embrapa Gado de Leite - tel: 55 (32)
3311-7575
Horério de atendimento: 2* a 6* das 8:00h as 12:00h : e-mail: cnpgl ceua@embrapa.br
CEUA N 1915290721
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