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Botan AG. Citotoxicidade e acdo anti-inflamatoria in vitro dos extratos glicélicos de
Morus nigra (amora), Ziziphus joazeiro (jud) e Vitis vinifera (uva) [dissertacdo]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2018.

RESUMO

As plantas medicinais e seus extratos tém sido utilizados na medicina tradicional
para fins terapéuticos e como uma atrativa fonte de pesquisa em diversas vertentes
ciéntificas, dentre elas, a atividade anti-inflamatéria. O objetivo deste estudo foi
analisar a citotoxicidade e acdo anti-inflamatéria in vitro dos extratos glicélicos das
plantas medicinais Morus nigra (amora), Ziziphus joazeiro (jud) e Vitis vinifera (uva)
em macréfagos de camundongo RAW 264.7. A citotoxicidade dos extratos foi
analisada pelo teste de viabilidade celular MTT em dois periodos de tratamento, 5
min e 24 h. A acao anti-inflamatodria dos extratos foi avaliada em macréfagos RAW
264.7 estimulados pelo lipopolissacarideo (LPS) por meio da quantificacdo das
citocinas pro-inflamatérias fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6)
pelo teste imunoenzimatico (ELISA), e da quantificacdo do O0xido nitrico pela reacéo
de Griess. Os valores obtidos foram submetidos a anélise estatistica ANOVA ou
Kruskal-Wallis com comparagdo multipla de Tukey ou Dunn, com nivel de
significancia de 5%. Concentracdes nao citotoxicas foram observadas apos
exposicao por 5 min e 24 h, respectivamente, para os extratos de M. nigra (< 50
mg/mL e < 1,56 mg/mL), Z. joazeiro (< 6,25 mg/mL e < 3,12 mg/mL) e V. vinifera (<
25 mg/mL e < 3,12 mg/mL). Em relacdo a resposta anti-inflamatoéria, 0,78 e 1,56
mg/mL do extrato de M. nigra e 3,12 mg/mL de V. vinifera apresentaram inibicéo
significativa na producédo da citocina TNF-a, e o extrato de Z. joazeiro suprimiu de
modo significativo a expresséo da citocina TNF-a (3,12 mg/mL) e do 6xido nitrico
(1,56 e 3,12 mg/mL). O presente trabalho demonstrou que os extratos glicolicos de
M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera apresentaram concentracdes nao citotoxicas em
ambos os tempos de tratamento e exerceram efeito anti-inflamatorio em macréfagos
de camundongo RAW 264.7.

Palavras-chave: Morus nigra. Ziziphus joazeiro. Vitis vinifera. Citotoxicidade.
Inflamacéo.



Botan AG. Cytotoxicity and anti-inflammatory action in vitro of the glycolic extracts of
Morus nigra (black mulberry), Ziziphus joazeiro (jud) and Vitis vinifera (grape)
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Medicinal plants and theirs extracts have been used in traditional medicine for
therapeutic purposes and as a source of research in several scientific aspects, e.g.
the anti-inflammatory activity. This study aimed to analyze the in vitro cytotoxicity and
anti-inflammatory action of the glycolic extracts of the medicinal plants Morus nigra
(black mulberry), Ziziphus joazeiro (juad) and Vitis vinifera (grape) in mouse
macrophages cells RAW 264.7. The cytotoxicity of the extracts was analyzed by MTT
cell viability assay in two periods, 5 min and 24 h. The anti-inflammatory action of the
extracts was evaluated in lipopolysaccharide (LPS) stimulated RAW 264.7 cells by
guantifying the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor (TNF-a) and
interleukin-6 (IL-6) by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and nitric oxide
by Griess reagent. The values obtained were submitted to statistical tests ANOVA or
Kruskal-Wallis with post-test Tukey or Dunn multiple comparisons with the
significance level of 5%. After exposure for 5 min and 24 h, respectively, non-
cytotoxic concentrations were observed for M. nigra (< 50 mg/mL and < 1.56 mg/mL),
Z. Joazeiro (< 6.25 mg/mL and < 3.12 mg/mL) and V. vinifera (< 25 mg/mL and < 3.12
mg/mL) extracts. Concerning the anti-inflammatory response, 0.78 and 1.56 mg/mL
of M. nigra extract and 3.12 mg/mL of V. vinifera extract showed significant inhibition
of TNF-a cytokine production. Z. joazeiro extract suppressed significantly the TNF-a
cytokine (3.12 mg/mL) and the nitric oxide (1.56 and 3.12 mg/mL) expression. In
conclusion, the glycolic extracts of M. nigra, Z. joazeiro, and V. vinifera presented
non-cytotoxic concentrations in both treatment periods and showed an anti-
inflammatory effect in RAW 264.7 cells.

Keywords: Morus nigra. Ziziphus joazeiro. Vitis vinifera. Cytotoxicity. Inflammation.




1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas na medicina tradicional para fins
terapéuticos e como fonte de pesquisa de novos medicamentos para tratamento e
prevencao de doengas (Alviano et al., 2008; Lima et al., 2017). Os extratos obtidos a
partir destas plantas contém uma mistura complexa de diversos componentes que
de maneira sinérgica podem contribuir na atividade bioldgica ou terapéutica (Azab et
al., 2016). Diversos extratos vegetais sdo objetos de estudo em inUmeras pesquisas
gue avaliam acédo antibacteriana (Al-Abd et al., 2015), antiviral (Moradi et al., 2017),
antifingica (Shirani et al., 2017), antidiabético (Rynjah et al., 2018), anti-hipertensiva
(Hakkou et al., 2017), antioxidante (Lee et al., 2017), analgésica (Ismail et al., 2015),
antipirética (Abotsi et al., 2017), anti-inflamatéria (Ezzat et al., 2018), citotoxicidade
(Oliveira JR et al., 2013), genotoxicidade (Boriollo et al., 2014), entre outras.

O teste de citotoxicidade in vitro utiliza cultura celular para avaliagéo, triagem
ou abandono nos estagios iniciais da pesquisa ou desenvolvimento de um
dispositivo médico ou substancia, sendo considerado também um preditivo de
toxicidade in vivo (International Standards Organization, 2009; Eljezi et al., 2017).
Outro aspecto que pode ser analisado € a capacidade anti-inflamatodria. A inflamacao
€ uma resposta protetora que visa eliminar o agente agressor fisico, quimico ou
biologico, porém, a expressao excessiva e prolongada dos processos celulares e
dos mediadores inflamatdrios pode causar danos e ser prejudicial para o organismo;
sendo assim, a busca de compostos capazes de interferir nesses mecanismos de
defesa prevenindo uma inflamacéo prolongada poderia ser Util para a saude do
individuo (Dell’agli et al., 2013; Pereira, 2013).

Na avaliacdo da acao anti-inflamatoria dos extratos das plantas medicinais, a
inibicdo da producéo das citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
(TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) por exemplo, tornou-se uma importante area de
investigacdo (Soromou et al., 2012). O lipopolissacarideo (LPS) € um componente
da parede celular de bactérias Gram-negativas capaz de estimular a resposta
inflamatéria em macréfagos e outros tipos celulares, acarretando na liberacdo de
diversas citocinas, entre elas o TNF-a e a IL-6 (Soromou et al.,, 2012). Ambas

citocinas desempenham um papel fundamental no processo inflamatério, o TNF-a



atua em leucécitos e no endotélio induzindo a inflamacdo aguda, podendo causar
apoptose, coagulagdo, ativacdo de neutrdéfilos, febre, também pode induzir a
liberacdo da citocina IL-6, esta por sua vez, atua no figado estimulando a sintese de
proteinas de fase aguda e na proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T e B;
entretanto, uma expressdo elevada destas citocinas pode acarretar danos ao
organismo, como trombose e choque séptico (Abbas et al., 2015).

Outro mediador inflamatério que pode ser avaliado € o éxido nitrico, atuante
na resposta imunolégica em diversas vertentes, com acdo pro-inflamatodria,
promovendo aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo; anti-inflamatoria,
atuando na inibicdo da agregacdo plaquetaria; e também efeito microbicida nos
fagdcitos ativados, porém uma expressao exagerada pode causar danos as células
do hospedeiro (Rang et al., 2011).

O estudo, obtencdo e documentacédo das informacdes sobre espécies de
plantas medicinais tém sido realizados pela maioria das popula¢cdes mundiais (Brito
et al., 2015). Nas ultimas décadas, foram publicados varios artigos de pesquisa e
revisoes relacionados as atividades anti-inflamatorias de diversas plantas (Azab et
al., 2016), como por exemplo, a Morus nigra, o Ziziphus joazeiro e a Vitis vinifera.

Morus nigra L. (Moraceae), conhecida popularmente como amora, é utilizada
na medicina tradicional no tratamento da inflamacdo, sangramento, diabetes,
colesterol, problemas cardiovasculares, obesidade, gota e inflamacdo dentaria
(Naderi et al., 2004; Oliveira AC et al.,, 2013; Santana et al., 2016). Pesquisas
ciéntificas relataram que o extrato de M. nigra apresentou acdo antioxidante e
protetora contra o dano peroxidativo as biomembranas e biomoléculas (Naderi et al.,
2004) e demonstrou efeitos anti-inflamatorios em ratos (Padilha et al., 2010). Em
relacdo a suas fracdes ou compostos, estudos demonstraram que os flavondides
totais presentes na M. nigra possuem propriedades anti-inflamatorias e efeitos
analgésicos (Chen et al., 2016), e que determinados constituintes de M. nigra
apresentaram acao antibacteriana (Mazimba et al., 2011).

Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae), de nhome popular jud ou juazeiro, é
uma arvore nativa brasileira utilizada tradicionalmente na medicina popular em
tratamentos de caspa, tbnico de cabelo, reumatismo, problemas de estémago,
indigestao, azia, gripe, febre, micoses superficiais, antisséptico, enxaguatorio bucal e

para limpeza de dentes (Cruz et al., 2007; Cartaxo et al., 2010; Leal et al., 2010).



Estudos experimentais avaliaram a genotoxicidade (Boriollo et al., 2014), acao
antifungica (Cruz et al., 2007), antibacteriana (Alviano et al., 2008; Leal et al., 2010),
antioxidante (Silva et al., 2011) e anti-inflamatéria (Estevam, 2012) do Z. joazeiro.

As sementes e as folhas de Vitis vinifera L. (Vitaceae) séao utilizadas em
fitoterapia e seus frutos sdo usados como um suplemento dietético (Kouidhi et al.,
2015). Nassiri-Asl e Hosseinzadeh (2009) realizaram uma revisao de literatura sobre
a Vitis vinifera, conhecida popularmente como videira e uva, e seus componentes
bioativos, relatando acdes antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas,
cardioprotetoras, hepatoprotetoras e neuroprotetoras. Esatbeyoglu et al. (2016)
sugerem que o extrato de raiz de V. vinifera possui atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias in vitro. No estudo de Hemmati et al. (2011), a administracéo topica do
extrato hidroalcodlico de sementes de uva (V. vinifera) apresentou boa atividade no
processo de cicatrizagdo de feridas em coelhos. Atividades antibacterianas e
antioxidantes do extrato de sementes de uva (V. vinifera) sdo reportadas por
Jayaprakasha et al. (2003). Rivero-Cruz et al. (2008) relataram que compostos
isolados do extrato de uvas passas (V. vinifera) sem sementes contém fitoquimicos
antimicrobianos capazes de suprimir patdégenos orais associados a caries ou
doencas periodontais.

Diante dos relatos de uso na medicina tradicional e experimentos cientificos
descritos para M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera, torna-se interessante a avaliacao da
citotoxicidade e acdo anti-inflamatdria in vitro dos extratos glicolicos destas plantas
medicinais, como um estudo inicial para encorajar novas pesquisas e formulacdes
de produtos de acao terapéutica ou de higiene pessoal ou oral com estes extratos

vegetais.



2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar in vitro os efeitos citotéxicos e anti-

inflamatdrios dos extratos glicélicos de Morus nigra (amora), Ziziphus joazeiro (jud) e

Vitis vinifera (uva) em macréfagos de camundongo RAW 264.7.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

avaliar in vitro a agao dos extratos na viabilidade celular de macréfagos
de camundongo RAW 264.7 por meio do teste de MTT;

analisar in vitro a atividade anti-inflamatoria dos extratos sobre as
culturas celulares de macréfagos de camundongo RAW 264.7
estimuladas por lipopolissacarideo (LPS) pelo teste imunoenzimatico
(ELISA), quantificando as citocinas pro-inflamatorias fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), bem como a quantificacdo do

oxido nitrico pela reacao de Griess.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extratos vegetais

Os extratos de M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera foram adquiridos
comercialmente (Mapric, Sdo Paulo — Brasil) na concentragcdo de 200 mg/mL em
propilenoglicol.

Segundo as especificacdes descritas nos certificados de andlises (ANEXO
A, B e C) da empresa fornecedora, o extrato de M. nigra provém do fruto, a amora; o
extrato de Z. joazeiro foi obtido das cascas da arvore, raspa de jua; e para obtencao
do extrato de V. vinifera foi utilizado o fruto, a uva.

3.2 Cultura celular

Os macrofagos de camundongo RAW 264.7, provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro - Associacdo Tecnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM,
Rio de Janeiro, Brasil), foram cultivados em frasco de cultivo celular com meio de
cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Aldrich Co.), suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucao antibidtica penicilina-estreptomicina
(DMEM-suplementado). Foram incubados em estufa a 37°C, sob atmosfera Umida
de 5% de CO,. O meio de cultura foi renovado a cada 48 h. As células foram
cultivadas até atingirem 80% de subconfluéncia (ocupacdo do frasco), sendo

removidas por varredura celular para subcultivo ou uso nos experimentos.

3.3 Avaliacéo da citotoxicidade — Teste de MTT

A avaliagcéo da citotoxicidade foi realizada por meio do teste de MTT, um



ensaio colorimétrico baseado na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial
ativa nas células vivas de reduzir o sal de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide], um substrato amarelo, em cristais de formazan, de
coloracéo violeta (Gomes et al., 2016; Souza et al., 2018).

Os macréfagos de camundongo RAW 264.7 foram removidos do frasco de
cultivo celular, centrifugados por 5 min a 3000 rpm e resuspendidos. Em seguida
ocorreu a contagem de células viaveis na Camara de Neubauer.

Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 200 uL/poco do meio
DMEM-suplementado contendo 4 x 10% células viaveis. Estas placas foram
incubadas em estufa (37°C, com 5% de CO,) por 24 h para aderéncia celular nos
pocos da microplaca. Apos a incubacéo, o sobrenadante foi descartado.

Cada extrato foi analisado em uma microplaca diferente em dois tempos de
tratamento distintos, 5 min e 24 h. O n foi igual a 8 para o grupo controle e grupo
tratado em todas as concentragdes avaliadas (200 mg/mL a 0,39 mg/mL).

A partir do extrato puro (200 mg/mL) foram realizadas as diluicbes seriadas
dos extratos descritas no Quadro 1. As diluicbes foram realizadas com Phosphate
Buffer Saline (PBS - Lonza) estéril, no tratamento de 5 min e com DMEM-

suplementado na avaliacao de 24 h.

Quadro 1 - Diluicbes seriadas dos extratos de Morus nigra, Ziziphus joazeiro e Vitis

vinifera

Extrato puro

(200 mg/mL) DiluigBes seriadas dos extratos (mg/mL)

M. nigra 100 50 25 125 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39
Z. joazeiro 100 50 25 125 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39
V. vinifera 100 50 25 125 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39

Legenda: As dilui¢cdes seriadas foram realizadas a partir do extrato puro (200 mg/mL).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na analise do tempo de contato de 5 min, foi acrescentado 200 pL/pogo do
extrato puro (200 mg/mL) e das diluicdes seriadas (Quadro 1) no grupo tratado, e
nos pogos referentes ao grupo controle foi adicionado 200 uL/pogo do PBS estéril.
Na analise do tempo de contato de 24 h, foi acrescentado 200 uL/pogo do meio
DMEM-suplementado nos pogos referentes ao grupo controle e 200 pL/pogo das
diluicbes seriadas (Quadro 1) no grupo tratado. Apos o periodo de tratamento em
avaliacdo (5 min ou 24 h), o conteudo dos pocos foi descartado, e os poc¢os foram
lavados duas vezes com PBS estéril para retirar as células ndo aderidas.

A solucédo de MTT foi preparada na concentracao de 0,5 mg do pé de MTT
(Sigma Aldrich Co.) diluido em 1 mL de DMEM-suplementado. Foram adicionados
100 pL/pogo da solugcdo de MTT e as microplacas foram incubadas em estufa (37°C,
com 5% de CO,) por 4 h, abrigadas da luz. Apds, esta solucdo foi descartada e
foram adicionados 100 pL/pogo de dimetilsulféxido (DMSO — LABSYNTH) e
incubadas abrigadas da luz em estufa por mais 10 min e, em seguida, agitacdo em
shaker, por 10 min. A leitura da absorbancia dos pocos foi em leitora de microplacas
com comprimento de onda de 570 nm. As densidades Opticas (DO) obtidas foram
convertidas em percentual de viabilidade celular (% Viabilidade) utilizando a seguinte

formula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle

A norma ISO 10993-5:2009 determina que se a viabilidade celular obtida for
menor que 70%, a substancia em estudo apresenta um potencial de citotoxicidade,
desta maneira, em conformidade com esta norma, o percentual de viabilidade celular
minimo, da média de cada concentracdo testada, necessario para ser classificado

como nao citotdxico foi determinado em 70%.

3.4 Avaliacédo da atividade anti-inflamatdria dos extratos

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria dos extratos foi realizada por meio

do teste imunoenzimatico (ELISA) e pela reagdo de Griess. O ELISA analisou a
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producéo de citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-6. A reacéo de Griess verificou a
producéo de 6xido nitrico.

Os macrofagos de camundongo RAW 264.7 removidos do frasco de cultivo
celular foram centrifugados por 5 min a 3000 rpm e resuspendidos. Em seguida
ocorreu a contagem de células viaveis na Camara de Neubauer.

Em placas de 24 pogos foram cultivadas 5 x 10° células/mL e incubadas em
estufa (37°C, com 5% de CO;) por 24 h. Apés incubacdo, o sobrenadante foi
descartado e foi acrescentado 1 mL/po¢o das duas maiores concentracdes nao
citotoxicas determinadas pelo teste de citotoxicidade com exposi¢do ao extrato por
24 h (MTT — 24 horas) relativo para cada extrato, respectivamente, no grupo tratado.
A diluicdo dos extratos foi realizada utilizando o meio de cultivo celular (DMEM-
suplementado). Nos pocos referentes ao grupo controle foi adicionado 1 mL/poco do
DMEM-suplementado. Nos grupos contendo lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli (Sigma), o LPS foi acrescentado na concentracdo de 1 pg/mL. O n foi igual a 10
para todos 0s grupos.

As placas foram incubadas em estufa (37°C, 5% de CO,) por 24 h. Apés, o
sobrenadante foi coletado e armazenado sob refrigeracdo (-20°C) para posterior

guantificacéo das citocinas TNF-a e IL-6 e do oxido nitrico.

3.4.1 Quantificacao de citocinas — Teste imunoenziméatico (ELISA)

Placas de microtitulacdo de 96 pocos (Greiner Bio-One) foram sensibilizadas
com anticorpos de captura anti-TNF-a ou anti-IL-6 de camundongo (para o
sobrenadante dos macréfagos de camundongo - RAW 264.7) (Kits R&D Systems) e
mantidas overnight em temperatura ambiente.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20
(PBS-T) e bloqueadas com soro albumina bovina (BSA) por 1 h. Apéds, as placas
foram lavadas com PBS-T e receberam 100 uL/pogo da curva padréo de citocinas e
dos sobrenadantes da cultura de células. Ap6s 2 h em temperatura ambiente, as
placas foram lavadas com PBS-T e foram acrescentados os anticorpos de deteccao

anti-TNF-a ou anti-IL-6 marcados com biotina e incubadas por 2 h em temperatura
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ambiente. Apds, os pocos foram lavados com PBS-T e adicionou-se a estreptavidina
por 20 min. Posteriormente, a reagao foi revelada com solugéo contendo substrato
cromogénico e peréxido de hidrogénio. Apdés 20 min a reacao foi bloqueada com
acido sulfarico 2N. As densidades 6pticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas

com comprimento de onda de 450 nm.

3.4.2 Producéo de 6xido nitrico — Reacédo de Griess

A producéo de 6xido nitrico presente nos sobrenadantes da cultura celular
foi determinada indiretamente pela concentracdo de nitrito detectada pelo reagente
de Griess (Sigma). Em uma microplaca de 96 pocos, foram acrescentados a curva
padrdo de nitrito para cada extrato e 100 yL/pogo das amostras dos sobrenadantes
e do reagente de Griess. Apos 10 min, a leitura foi realizada no leitor de microplacas

através do comprimento de onda de 570 nm.

3.5 Andlise estatistica

Os valores obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade (MTT),
guantificacdo de citocinas (ELISA) e producédo de oxido nitrico (reacdo de Griess)
foram submetidos ao teste de normalidade. Os resultados que apresentaram
distribuicdo normal foram submetidos ao teste de andlise de variancia ANOVA com
comparacao multipla de Tukey. Os resultados que ndo apresentaram distribuicao
Gaussiana foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com
comparacdo multipla de Dunn. As analises estatisticas foram realizadas nos
softwares GraphPad Prism 5.0 e Statistix 8.0. Para todos os testes estatisticos foi

adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da citotoxicidade — Teste de MTT

O extrato de M. nigra ndo apresentou citotoxicidade desde a menor
concentragao testada (0,39 mg/mL) até a concentracdo de 50 mg/mL, onde obteve
73,6% de viabilidade celular na exposi¢céo por 5 min (Figura 1a).

No tratamento por 24 h com o extrato de M. nigra, as células de macréfagos
de camundongo apresentaram percentual considerado ndo citotoxico, segundo a
norma ISO 10993-5:2009, nas concentragbes 0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL e 1,56
mg/mL (Figura 1b).

Figura 1 — Viabilidade celular de macréfagos de camundongo RAW 264.7 analisada
pelo teste de MTT ap0s exposi¢cdo por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Morus

nigra
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Legenda: C - Controle. A diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais pode ser
observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey;
p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

As concentracOes testadas de 0,39 mg/mL a 6,25 mg/mL do Z. joazeiro

apresentaram viabilidade celular acima de 70% no tratamento por 5 min (Figura 2a).

16



Entre as concentragdes avaliadas do extrato de Z. joazeiro no tratamento de
24 h, as concentracdes 0,39 mg/mL a 3,12 mg/ml apresentaram auséncia de
citotoxicidade (Figura 2b). O extrato de Z. joazeiro obteve 84,9% de células viaveis
na concentragdo de 3,12 mg/mL na exposi¢éo por 24 h (Figura 2b).

Figura 2 — Viabilidade celular de macr6fagos de camundongo RAW 264.7 analisada

pelo teste de MTT ap0s exposicdo por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Ziziphus
joazeiro
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Legenda: C - Controle. A diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais pode ser

observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey;
p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com exposicao de 0,39 mg/mL até a concentracdo de 25 mg/mL do extrato
de V. vinifera, as células ndo apresentaram percentual citotoxico no tratamento de 5
min (Figura 3a).

Na avaliacdo por 24 h, as concentracfes mais diluidas do extrato de V.
vinifera, 0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL, 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL apresentaram
viabilidade celular acima dos 70% (Figura 3b).

A Figura 4 apresenta a microplaca utilizada para avaliacdo da viabilidade
celular de macrofagos de camundongo RAW 264.7 pelo teste de MTT ap0s

exposicao por 5 min ao extrato de V. vinifera em diferentes concentracées.
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Figura 3 — Viabilidade celular de macrofagos de camundongo RAW 264.7 analisada

pelo teste de MTT ap0s exposi¢cdo por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Vitis
vinifera
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Legenda: C - Controle. A diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais pode ser
observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey;
p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4 — Microplaca utilizada para avaliacdo da viabilidade celular de macréfagos
de camundongo RAW 264.7 pelo teste de MTT apds exposicdo por 5 minutos ao
extrato de Vitis vinifera em diferentes concentracdes

Legenda: Da esquerda para direita =, em coluna vertical (n = 8) temos 0 grupo controle e 0 grupo
tratado desde a concentragdo mais diluida (0,39 mg/mL) até a concentracdo do extrato puro (200
mg/mL).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Avaliacéo da atividade anti-inflamatdria dos extratos

4.2.1 Determinagéo de concentragdes

Com base nos resultados obtidos no teste de citotoxicidade com exposicéo
ao extrato por 24 h (MTT — 24 horas), foram selecionadas as duas maiores
concentracbes consideradas nao citotoxicas para os macréfagos de camundongo
RAW 264.7, relativas a cada extrato, para serem avaliadas no ELISA e na reacgéo de
Griess (Quadro 2).

Quadro 2 — Concentragdes ndo citotoxicas dos extratos de Morus nigra, Ziziphus
joazeiro e Vitis vinifera para macrofagos de camundongo RAW 264.7 utilizadas nos

ensaios de avaliacao da atividade anti-inflamatéria

Viabilidade celular
Extrato Concentracao (mg/mL) RAW 264.7
(MTT - 24 horas)
0,78 81,1%
M. nigra
g 1,56 75.4%
1,56 95,3%
Z. joazeiro
’ 3.12 84.9%
1,56 84,1%
V. vinifera
3,12 72,1%

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.2.2 Quantificacdo de citocinas — Teste imunoenzimatico (ELISA)

Na avaliacdo dos trés extratos, M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera, 0 grupo
Controle com LPS (C + LPS) apresentou uma producéo elevada das citocinas TNF-a
e IL-6 em relagdo ao grupo Controle (C) que ndo contém o LPS.

As concentracbes 0,78 mg/mL e 1,56 mg/mL de M. nigra apresentaram
diminuicdo estatisticamente relevante nos valores das citocinas TNF-a em relagcéo
ao grupo C + LPS. Ambas as concentragdes avaliadas do extrato de M. nigra ndo
apresentaram reducao estatisticamente significativa na producédo da citocina IL-6 em
relagcdo ao grupo C + LPS. A Figura 5 apresenta os dados obtidos pelo ELISA do

extrato de M. nigra.

Figura 5 — Producgéo das citocinas TNF-a e IL-6 em macrofagos de camundongo
RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Morus

nigra
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Legenda: C — Controle. LPS — Lipopolissacarideo. DO — Densidade Optica. O grupo C é referente ao
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo
controle contendo o LPS diluido no meio de cultura celular. A diferenca estatistica significativa entre
0S grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a)
ANOVA, Tukey; b) ANOVA, Tukey; p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na avaliagdo do extrato de Z. joazeiro, a concentragdo de 3,12 mg/mL
apresentou uma reducgao estatisticamente significativa na producao da citocina TNF-
a em relagdo ao grupo C + LPS. Na avaliagdo da citocina IL-6, as concentracdes
156 mg/mL e 3,12 mg/mL de Z. joazeiro apresentaram variagbes nao
estatisticamente relevantes em comparacdo com o grupo C + LPS. Os dados da
producdo das citocinas TNF-a e IL-6 aplds exposicdo ao Z. joazeiro estdo

apresentados nos gréficos da Figura 6.

Figura 6 — Producéo das citocinas TNF-a e IL-6 em macréfagos de camundongo
RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Ziziphus
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Legenda: C — Controle. LPS — Lipopolissacarideo. DO — Densidade 6ptica. O grupo C é referente ao
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo
controle contendo LPS diluido no meio de cultura celular. A diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a)
ANOVA, Tukey; b) Kruskal-Wallis,Dunn; p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacéo a citocina TNF-a, a concentragao de 3,12 mg/mL do extrato de
V. vinifera apresentou uma reducdo estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo C + LPS. As concentracbes 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL de V. vinifera

apresentaram variacdes ndo estatisticamente relevantes em comparacdo com o
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grupo C + LPS na avaliagdo da citocina IL-6. A Figura 7 apresenta os dados

descritos do extrato de V. vinifera.

Figura 7 — Producéo das citocinas TNF-a e IL-6 em macréfagos de camundongo
RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Vitis

vinifera
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Legenda: C — Controle. LPS — Lipopolissacarideo. DO — Densidade o6ptica. O grupo C é referente ao
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo
controle contendo LPS diluido no meio de cultura celular. A diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) Kruskal-
Walllis,Dunn; b) ANOVA, Tukey; p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Producéo de 6xido nitrico — Reacao de Griess

O grupo Controle com LPS (C + LPS) apresentou valores estatisticamente
superiores de oxido nitrico em relacdo ao grupo Controle (C) que ndo contém o LPS
nos trés extratos avaliados, M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera.

Nos grupos tratados com 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL de Z. joazeiro, verificou-
se uma diminuicdo estatisticamente significativa na expressdo do 6xido nitrico em
relacdo ao grupo C + LPS. Ambas as concentracfes avaliadas dos extratos de M.

nigra e V. vinifera apresentaram variacdes nao estatisticamente relevantes na
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producdo de oéxido nitrico em comparacdo com o grupo C + LPS. A Figura 8

apresenta os dados obtidos pela reacdo de Griess dos trés extratos em estudo.

Figura 8 — Producdo de Oxido nitrico em macrofagos de camundongo RAW 264.7
estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas aos extratos de Morus nigra, Ziziphus
joazeiro ou Vitis vinifera
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Legenda: C — Controle. LPS — Lipopolissacarideo. DO — Densidade 6ptica. O grupo C é referente ao
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo
controle contendo LPS diluido no meio de cultura celular. A diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) Kruskal-
Wallis,Dunn; b) ANOVA, Tukey; c) ANOVA, Tukey; p<0,0001).

Fonte: Elaborada pelo autor.

23



5 DISCUSSAO

Diversas metodologias podem ser aplicadas na avaliagdo da citotoxicidade,
dentre elas o teste colorimétrico MTT, que se baseia na reducdo enzimatica deste
composto em formazan nas células metabolicamente ativas (International Standards
Organization, 2009; Gomes et al., 2016). Os ensaios de viabilidade celular com o
teste de MTT na linhagem RAW 264.7 mostraram que a exposicao das células aos
extratos puros (200 mg/mL), avaliada no tratamento por 5 min, apresentou uma
acentuada diminuicdo da viabilidade celular em relacdo ao controle, entretanto, este
efeito foi atenuado diante dos extratos mais diluidos. O aumento da viabilidade
celular diante da exposicdo a concentracfes mais diluidas dos extratos também
pode ser observado no tratamento de 24 h. Dentre as concentra¢des avaliadas no
tratamento de 5 min (200 mg/mL a 0,39 mg/mL) as concentra¢des consideradas néao
citotoxicas foram de 0,39 a 50 mg/mL para o extrato de M. nigra (Figura 1a); 0,39 a
6,25 mg/mL para Z. joazeiro (Figura 2a) e 0,39 a 25 mg/mL para V. vinifera (Figura
3a). Apoés exposicao por 24 h, a viabilidade celular acima de 70% ocorreu diante das
concentragbes 0,39 até 1,56 mg/mL no extrato de M. nigra (Figura 1b) e da maior
diluicdo avaliada (0,39 mg/mL) até 3,12 mg/mL nos extratos de Z. joazeiro e V.
vinifera (Figura 2b e Figura 3b). Pode-se verificar que a exposicdo a maiores
concentracfes do extrato resultou em percentuais de viabilidade menores em ambos
0s tempos de tratamento e para os trés extratos avaliados, sugerindo que algumas
concentragbes podem interferir no metabolismo celular, prejudicando sua acéo
enzimatica.

Outras pesquisas também avaliaram a atividade citotéxica destes trés
extratos. Freitas et al. (2016) avaliaram pelo método colorimétrico MTT a
citotoxicidade do extrato etandlico das folhas de M. nigra exposto por 24 h nas
concentragcbes de 0,98 pg/mL a 2000 ug/mL em trés linhagens celulares,
gueratinécitos humanos (HaCat), fibroblasto (L-929) e melanoma (B16F10) e
relataram que a concentragdo 1000 pg/mL foi citotdxica para as trés linhagens, o
gue difere do encontrado no presente estudo, em que a concentracdo de 1,56

mg/mL do extrato de M. nigra ndo foi considerada citotoxica, porém os diferentes
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resultados descritos podem ser advindos das diferentes condicbes experimentais,
caracteristicas dos extratos e células utilizadas.

Gomes et al. (2016) avaliaram através do teste de MTT a citotoxicidade do
extrato aquoso de cascas do Z. joazeiro, nas concentracdes entre 0,55 a 2,7 mg/mL,
e da sua fracdo de saponinas, com concentracdes de 0,25 a 1,2 mg/mL, ambos
expostos por 24 h sobre a linhagem de células Vero, obtendo o valores de ICs de
0,75 mg/mL para o extrato aquoso e 0,20 mg/mL para a fracdo de saponinas. O
valor de ICsp representa a concentracdo necessaria do agente em estudo para inibir
50% a proliferacdo celular. Em sua discussdo, Gomes et al. (2016) sugeriram que as
saponinas podem ser responsaveis pelo efeito citotoxico do Z. joazeiro e também
relataram que possivelmente apresentem variagdes na sua toxicidade de acordo
com a linhagem celular utilizada.

A avaliagdo da citotoxicidade em células RAW 264.7 realizada por
Esatbeyoglu et al. (2016) com o teste de Vermelho Neutro , demonstrou que apos a
exposicao ao extrato etandlico de raiz de V. vinifera por 24 h em concentracfes de 1
a 50 ug/mL, concentracdes de 1 a 20 ug/mL n&o apresentaram citotoxicidade. Os
resultados descritos acima para V. vinifera diferem dos obtidos neste estudo (0,39
até 3,12 mg/mL apOs exposicdo por 24 h), entretanto, é provavel que estas
divergéncias possam ser advindas dos procedimentos metodoldgicos e das
caracteristicas dos extratos, sendo de grande importancia a definicdo especifica do
tipo de extrato para correta indicacao terapéutica de cada formulacdo, como acéo
anti-inflamatoria, por exemplo.

Neste estudo a acdo anti-inflamatoria dos extratos M. nigra, Z. joazeiro e V.
vinifera foi avaliada nas culturas celulares de macrofagos de camundongo RAW
264.7 estimuladas pela presenca do LPS por meio da quantificacdo da producéo das
citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6 e do 6xido nitrico.

As concentracdes 0,78 mg/mL e 1,56 mg/mL avaliadas do extrato glicolico
de M. nigra demonstraram acédo inibitoria para TNF-a (Figura 5a). Zelova et al.
(2014) verificaram que determinados compostos extraidos de Morus alba e Morus
nigra afetaram a producado da citocina TNF-a em macréfagos estimulados pelo LPS.
No estudo de Chen et al. (2016), os flavondides totais de M. nigra inibiram a
producéo de TNF-a na avaliacdo do soro de ratos apds presenca de leséo, e in vitro,

sobre células RAW 264.7, apresentaram inibicdo da producdo de 6xido nitrico. No
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trabalho de Chen et al. (2017), o tratamento com 50 mg/mL de flavondides totais de
M. nigra, em células RAW 264.7, apresentou inibicdo da expressdo de IL-6. No
presente estudo, o extrato glicélico de M. nigra ndo apresentou efeito inibitério para
IL-6 e 6xido nitrico (Figura 5b e Figura 8a), porém deve-se atentar ao fato de
compararmos um extrato bruto a fragdes isoladas da planta. No estudo de Boeing et
al. (2014), com Morus nigra, Rubus ulmifolius e Fragaria x ananassa, demonstraram
gue a extracdo de compostos fendlicos e antocianinicos e a capacidade antioxidante
deles foram significativamente afetadas pela combinacdo de solvente utilizada.
Pode-se sugerir que o solvente utilizado na extracao glicélica de M. nigra poderia ter
afetado a presenca, concentracdo ou acdo de possiveis compostos anti-
inflamatoérios atuantes para IL-6 ou 6xido nitrico. Outra sugestdo seria que outras
concentragdes possam atuar inibindo a producéo da citocina IL-6 e do oxido nitrico.

No estudo de Estevam (2012), foi relatado que o extrato etandlico das
cascas do caule de Z. joazeiro apresentou acao cicatrizante em feridas cutaneas e
acao anti-inflamatoéria na reducéo do edema de pata e da migracao leucécitaria local
em modelo animal. Silva et al. (2011) relataram que o0 Z. joazeiro poOsSsui
propriedades antioxidantes, caracteristica que pode contribuir para a acédo anti-
inflamatoria (Ferreira Junior et al., 2011). Os dados reportados sédo condizentes com
os resultados encontrados neste estudo em que a sintese da citocina TNF-a foi
suprimida diante do tratamento com 3,12 mg/mL do extrato de Z. joazeiro (Figura 6a)
e a expressao do oxido nitrico foi atenuada em ambas as concentracées analisadas
(1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL) deste extrato (Figura 8b).

Diversos estudos avaliaram in vivo ou in vitro a acdo de V. vinifera sobre os
mediadores TNF-a, IL-6 e Oxido nitrico. Arora et al. (2016) avaliando o tratamento
com extrato alcodlico de V. vinifera, constataram diminuicdo dos niveis de TNF-a e
oxido nitrico no soro e na lavagem broncoalveolar de ratos. Costa et al. (2017)
avaliaram o tratamento com extrato de V. vinifera rico em polifendis e verificaram
reducdo nos niveis das citocinas TNF-a e IL-6 no plasma de ratos. Queiroz et al.
(2017) avaliaram in vitro a acdo do extrato polifendlico e compostos isolados de V.
vinifera na reducdo do Oxido nitrico, e descreveram que 0s compostos isolados
apresentaram maior potencial inibitério que o extrato polifenélico avaliado. Neste
estudo, 3,12 mg/mL do extrato glicélico de V. vinifera apresentou inibicdo da sintese

da citocina TNF-a (Figura 7a), o que condiz com os resultados apresentados nos
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estudos de Arora et al. (2016) e Costa et al. (2017), porém ndo apresentou
diminuic@o significativa dos outros mediadores avaliados. Nas uvas, os niveis de
vitaminas, compostos volateis, fitoquimicos podem ser influenciados por multiplos
fatores ambientais, genéticos e praticas de cultivo (Pawlus et al., 2012; Aubert,
Chalot, 2018). O procedimento de extracdo e a parte da planta utilizada também sao
fatores importantes no estudo do potencial bioativo das plantas (Alviano et al., 2008).
Os diferentes resultados obtidos neste trabalho em relagdo aos outros anteriormente
citados, podem ser devido aos testes, caracteristicas e origens distintas dos extratos
utilizados, sendo que cada estudo traz contribuicdo relevante para as indicacdes
terapéuticas dos extratos.

O presente trabalho demonstrou que extratos glicélicos de M. nigra, Z.
joazeiro e V. vinifera podem ser promissores produtos naturais no desenvolvimento
de formulagGes de produtos de acéo terapéutica ou de higiene pessoal ou oral, pois
concentragcdes nao citotoxicas avaliadas exerceram efeito inibitorio em determinadas
vertentes inflamatodrias analisadas. Este estudo realizou uma triagem inicial do perfil
imunomodulador dos extratos, porém outros estudos S&0 necessarios para
caracterizar os efeitos e mecanismos anti-inflamatorios, determinar os potenciais e
concentracfes terapéuticas, ensaios clinicos, eficacia e seguranca dos extratos,

entre outros.
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6 CONCLUSAO

Os extratos de M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera ndo foram citotoxicos nas
concentragbes de 0,39 a 50 mg/mL, 0,39 a 6,25 mg/mL e 0,39 a 25 mg/mL,
respectivamente, diante do tratamento de 5 min. ApGs exposi¢cdo por 24 h, o extrato
de M. nigra nao apresentou citotoxicidade nas concentragdes de 0,39 a 1,56 mg/mL,
e 0s extratos de Z. joazeiro e V. vinifera apresentaram viabilidade celular acima de
70% nas concentracdes de 0,39 a 3,12 mg/mL.

Em relacdo a producdo das citocinas pro-inflamatérias, 0,78 e 1,56 mg/mL
do extrato de M. nigra, 3,12 mg/mL de Z. joazeiro e 3,12 mg/mL de V. vinifera
apresentaram reducdo nos niveis de TNF-a, entretanto, nenhuma das
concentragdes avaliadas no ELISA dos trés extratos em estudo demonstraram acao
atenuante na producéo da IL-6.

Na avaliacdo da expressao do oOxido nitrico, as concentracbes 1,56 e 3,12
mg/mL do extrato de Z. joazeiro apresentaram diminui¢cdo nos niveis deste mediador
inflamatorio. Ambas as concentracfes avaliadas na reacdo de Griess dos extratos
de M. nigra e V. vinifera ndo demonstraram reducéo na producao do 6xido nitrico.

Os trés extratos glicolicos avaliados apresentaram acao anti-inflamatéria in
vitro em macrofagos de camundongo RAW 264.7 estimulados por LPS, pois
concentracfes nao citotoxicas de M. nigra (0,78 e 1,56 mg/mL), Z. joazeiro (3,12
mg/mL) e V. vinifera (3,12 mg/mL) inibiram a producdo da citocina pro-inflamatoria
TNF-a e as concentragfes 1,56 e 3,12 mg/mL do extrato de Z. joazeiro atenuaram a

expressao do 6xido nitrico.
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Origem: Brasil

Nomenclatura INCI: Morus Nigra Fruit Extract
Parte utilizada: Fruto

Planta utilizada: Morus nigra L.

ANEXO A -Certificado de andlise do extrato glicolico de Morus nigra

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. AMORA 50LT

Lote: PROD100066
Validade: 11/01/20
Procedencia: Brasil
No CAS: 80064-11-2

Parametros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 e 1,100 1,021
pH (sol a 10%) Entre 3,00 e 5,00 3,53
Aparéncia Liquido De acordo
Bolores e Leveduras Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem fotal Max. 100UFC/g <10
Cor Rosa escuro a vermelho escuro De acordo
Qdor Caracteristico De acordo
Solubilidade Soltvel em etanol, propilenoglicol, glicerina, so De acordo
rbitol, e agua.
Monografia:  FB 5° ED / MICROBIOLOGIA METODOLOGIA 3M
Ar A icil em recipi h ético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode sofrer turvagéo
elou precipitagio.
0OBS: * Podera haver alteragio de cor por modificagéo dos componentes coloridos da planta ou de acordo com o lote/safra
utilizada.
USO: EXTERNO
OBS: As assinaturas somente serdo validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal
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CRF - SP:14.851 CRF- SP 32.352
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ANEXO B -Certificado de analise do extrato glicolico de Ziziphus joazeiro

O
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OP: 019145

Fabricagio: 09/09/15

Origem: Brasil

Nomenclatura INCI: Zizyphus Joazeiro Bark Extract
Parte utilizada: Casca

Planta utilizada: Zizyphus joaseiro Martius

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. RASPA JUA 1LT

Lote: PROD019145
Validade: 09/09/18
Procedencia: Brasil
No CAS: 223749-07-3

Soltivel em propilenoglicol, glicerina, sorbitol e
4gua. Pode sofrer turvagdo em etanol.

Parametros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 e 1,100 1,006

pH (sol a 10%) Entre 4,00 e 6,00 5,80
Aparéncia Liquido De acordo
Bolores e Leveduras Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total Max. 100 UFC /g <10

Cor Ambar a amarelo De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Solubilidade

Ocorreu turvagdo em
etanol

Monografia: ~ METODOLOGIA INTERNA

elou precipitagéo.

utilizada.

USO: Externo

Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus
Farmacéutico Bioquimico
CRF - SP:14.851

Armazenamento:  Acondicionar em recipiente hermético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode sofrer turvagdo

OBS: ™ Podera haver alteragio de cor por modificagéo dos componentes coloridos da planta ou de acordo com o lote/safra

OBS: As assinaturas somente sero validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal
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ANEXO C -Certificado de analise do extrato glicolico de Vitis vinifera

CERTIFICADO DE ANALISE
EXT. GLIC. UVA
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OP: 019573 Lote: PROD019573

Fabricaggo: 04/05/16 Validade: 04/05/19

Origem: Brasil Procedencia: Brasil

Nomenclatura INCI: Vitis Vinifera Fruit Extract No CAS: 85594-37-2 / 84929-27-1

Parte utilizada: Frutos

Planta utilizada: Vitis vinifera L.

Parametros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 e 1,100 1,012
pH (sol a 10%) Entre 3,30 e 5,30 3,70
Aparéncia Liquido De acordo
Bolores ¢ Leveduras Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total Max. 100 UFC /g <10
Cor Rosa claro a rosa escuro De acordo
Odor Cracteristico v De acordo
Solubilidade Soltivel em propilenoglicol, glicerina, sorbitol, De acordo
etanol e agua.

Monografia: METODOLOGIA INTERNA
Armazenamento;  Acondicionar em recipiente hermético, ao abrigo de calor e de luz solar direta. Com o tempo pode sofrer turvagédo

elou precipitagéo.

USO: Extemno

OBS: As assinaturas somente serfio validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal
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