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de Paula Ramos L. Atividade antimicrobiana e citotoxicidade dos extratos
glicolicos de Pfaffia paniculata K. E Juglans regia L. [dissertacdo]. S&o José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2016.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi investigar se os extratos de Pfaffia paniculata K. e
Juglans regia L. possuem acédo antifungica, antibacteriana e toxicidade celular,
com testes in vitro. Para os testes antifungicos foram utilizadas cepas ATCC de
Candida spp., e para os testes antibacterianos foram utilizadas cepas ATCC de
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus mutans e Pseudomonas aeruginosa. Para a atividade
antimicrobiana primeiramente foram determinados os valores da Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos
extratos pelo método de microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Os micro-organismos que apresentaram
CMM foram selecionados para os testes em biofilme, no qual foi preparado em
fundo de placa com 96 pocos, por 48 h. Apos os biofilmes foram tratados por 5
min. utilizando as concentracdes de 200, 100 e 50 mg dos extratos. Para
mensuracdo da biomassa foi utilizado o teste de Cristal violeta (CV), e para
avaliar a atividade metabdlica foi utilizado o teste de MTT. A citotoxicidade foi
avaliada sobre fibroblastos gengivais humanos (FMM-1) utilizando os mesmos
parametros de tratamento utilizados para os testes em biofilmes. Foram
avaliadas a viabilidade celular pelos testes de MTT, vermelho neutro e cristal
violeta. Os dados obtiveram distribuicdo normal e foram analisados por
ANOVA e teste de Tukey, com significancia de 5% (p<0.05%). O extrato de P.
paniculata demostrou acdo antifungica em biofilmes, com redugbes médias de
29,4 e 42,7% nos testes de CV e MTT. J& a acdo antibacteriana foi restrita a S.
mutans e P. aeruginosa com reducdes medias de 15,7 e 28,6% nos respectivos
testes. O extrato de J. regia também demostrou acéo antifungica com reducéo
média de 22,2% na biomassa e 31,4% na atividade metabolica. A acéo
antimicrobiana ficou restrita a P. aeruginosa com redugdes medias de 17,7 e
15,6%, indicados pelos testes de CV e MTT. Quanto a citotoxicidade, a média
entre os trés testes realizados, indicou que ap0s exposicdo ao extrato de P.
paniculata 58,8% das células continuaram viaveis e para J. regia a viabilidade
foi de 65,1%. Conclui-se queo extrato de P. paniculata demostrou acgéo
antifingica sobre todas as cepas de Candida spp. testadas e demostrou acédo
antibacteriana para P. aeruginosa e S. mutans. As concentracdes de 200, 100 e
50 mg do extrato demostraram ser citotoxicas conforme nova diretriz de



toxicidade. J. regia demostrou acao antifingica sobre todas as cepas de Candida
spp. testadas e demostrou acdo antibacteriana sobre P. aeruginosa. Apenas a
concentracdo de 200 mg do extrato se mostrou toxica a FMM-1.

Palavras-chave: Pfaffia paniculata. Juglans regia. Fitoterapia. Antimicrobianos.



de Paula Ramos L. Activity antimicrobial and citotocixity of glycol extracts of
Pfaffia paniculata K AND Juglans regia L [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology;
2016.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate whether extracts of Pfaffia paniculata K.
and Juglans regia L. have antifungal, antibacterial and cellular toxicity, with in
vitro tests. ATCC strains of Candida spp. Were used for antifungal tests, and ATCC
strains of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans and Pseudomonas aeruginosa were used for the
antibacterial tests. For the antimicrobial activity, the values of the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimal Microbicidal Concentration
(CMM) of the extracts were determined by the microdilution method in broth,
according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The
microorganisms that presented CMM were selected for the biofilm tests, in which it
was prepared on a 96-well plate bottom for 48 h. After the biofilms were treated for
5 min. Using the concentrations of 200, 100 and 50 mg of the extracts. To measure
the biomass, the Violet Crystal test (CV) was used, and the MTT test was used to
evaluate the metabolic activity. Cytotoxicity was assessed on human gingival
fibroblasts (FMM-1) using the same treatment parameters used for biofilm tests.
Cell viability was evaluated by the MTT, neutral red and violet crystal tests. The
data obtained normal distribution and were analyzed by ANOVA and Tukey test,
with significance of 5%. The extract of P. paniculata showed antifungal action in
biofilms, with average reductions of 29.4 and 42.7% in CV and MTT tests; The
antibacterial action was restricted to S. mutans and P. aeruginosa with mean
reductions of 15.7 and 28.6% in the respective tests. The extract of J. regia also
demonstrated antifungal action with an average reduction of 22.2% in biomass and
31.4% in metabolic activity. The antimicrobial action was restricted to P.
aeruginosa with mean reductions of 17.7 and 15.6%, indicated by CV and MTT
tests. As for cytotoxicity, the mean of the three tests carried out indicated that after
exposure to P. paniculata extract 58.8% of the cells remained viable and for
viability the viability was 65.1%. In conclusion the extract of P. paniculata showed
antifungal action on all strains of Candida spp. Tested and demonstrated
antibacterial action for P. aeruginosa and S. mutans. The concentrations of 200,
100 and 50 mg of the extract proved to be cytotoxic according to the new toxicity
guideline. J. regia demonstrated antifungal action on all strains of Candida spp.
Tested and demonstrated antibacterial action on P. aeruginosa. Only the 200 mg
concentration of the extract was shown to be toxic to FMM-1.

Keywords: Pfaffia paniculata. Juglans regia. Phytotherapy. Anti-Infective Agents.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia dos micro-organismos a farmacos tem tomado proporc¢des
alarmantes e seu aumento se tornou exponencial, seja na area médica,
odontoldgica ou até mesmo alimenticia, sendo que o combate a bactérias e
fungos se tornou um desafio. O uso indiscriminado e, muitas vezes, erréneo de
antimicrobianos, a grande capacidade de adaptacdo dos micro-organismos e
diversos outros fatores favorecerem a problematica estabelecida hoje (Kent et
al., 2015).

Para que o processo infeccioso causado por agentes patogénicos se
instaure no hospedeiro sdo necessarios diversos fatores relacionados tanto ao
hospedeiro, como por exemplo sua condicdo imunitaria, como ao micro-
organismo com a expressdo de uma gama de fatores de viruléncia que
assegurem resisténcia ao patdgeno. Dentre esses fatores de resisténcia dos
patdgenos podemos destacar capacidade de invasdo de células e tecidos,
producdo de adesinas, enzimas, presenca de capsula, entre outros (Porcheron,
Dozois, 2015; Liu et al., 2015). Considerando o local, o quadro clinico do
paciente e a doenga que 0 acomete alguns micro-organismos despontam como
principais causadores de infeccdes multirresistentes.

No Brasil, Pereira et al. (2013) verificou a prevaléncia de septicemias
em pacientes pediatricos internados, em que as bactérias Gram negativas se
mostraram causadoras de 49% dos casos, sendo Klebsiella spp., Acinetobacter
spp. e Pseudomonas aeruginosa as prevalentes deste grupo. Ja as Gram
positivas corresponderam a 42,6% das infecgdes representadas principalmente,
por Staphylococcus aureus e os 8,4% restantes foram representados por
infeccOes causadas por fungos (Pereira et al., 2013; Baker, Satlin, 2016).

Dentre o grupo das bactérias Gram negativas P. aeruginosa se destaca

como o segundo maior causador de infeccdes urinarias nos Estados Unidos da
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América. Pacientes com cateter, portadores de fibrose cistica ou com
queimaduras, séo fortemente acometidos por infeccOes desse micro-organismo.
Isso se deve a sua grande resisténcia ao ambiente, comumente associado a
formacdo de biofilme, fazendo com que o patdgeno resista a grandes doses de
desinfetantes (Falkinham 2015; Viganor et al., 2016).

As bactérias Gram positivas também apresentam representantes com
altos indices de resisténcia a farmacos antimicrobianos. Staphylococcus aureus
tem sido a espécie descrita como principal patégeno de infeccbes hospitalares.
Por muitos anos a terapia contra S. aureus era baseada no emprego de
meticilina, porém este patdgeno desenvolveu mecanismos de resisténcia a este
farmaco. Com a reducdo da eficacia deste medicamento, a troca de terapia foi
necessaria € 0 uso de vancomicina associada a linezolida comegou a ser
empregado. Contudo, com o passar do tempo, algumas cepas deste micro-
organismo também desenvolveram fatores de resisténcia a esse glicopeptideo.
Hoje nas infeccbes nosocomiais sdo demonstrados variados niveis de
resisténcia a meticilina e vancomicina tornando o seu controle uma dificil tarefa
(Huetal., 2013; Li et al., 2015).

Enterococcus faecalis apesar de ndo ser considerado um micro-
organismo tao patogénico quanto S. aureus, estd emergindo como o causador de
infecgdes nosocomiais, como septicemia e infeccdes no trato urinario, seguido
pelo agravante de resisténcia a medicamentos de primeira linhagem como
ampicilina e gentamicina. Este micro-organismo se destaca ndo sé pelo
aumento de infeccBes de ambito sistémico, mas também por infec¢Ges bucais
em que apresenta alta resisténcia a instrumentacdo mecanica e aos irrigantes
utilizados para o tratamento de infeccbes radiculares (Aamodt et al., 2015;
Mikalsen et al., 2015; Abdelkareem et al., 2016; Jenks et al., 2016).

Ainda dentre as gram positivas, Streptococcus mutans, pertencente ao

grupo viridans do género Streptococcus, é frequentemente relacionado a
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endocardite subaguda. Essa relacdo é devida ao polissacarideo dextrano,
produzido pelo grupo, que é mediador da adesdo e viruléncia do micro-
organismo as células cardiacas (Suzik et al., 2016; Nilson et al., 2016).

Além das bactérias, os fungos também tem apresentado um aumento nas
taxas de infecgdes invasivas, com grande resisténcia aos farmacos disponiveis
atualmente. Eles sdo considerados oportunistas, pois se aproveitam das
condi¢cbes imunitarias do hospedeiro para desenvolver uma infeccdo.
Acometem principalmente pacientes em tratamentos quimioterapicos,
imunossuprimidos e em antibioticoterapia por longos periodos. As infeccbes
fungicas sdo relacionadas a 49% dos casos de mortalidade por infeccGes
nosocomiais, principalmente nos casos de septicemia. A espécie Candida
albicans desponta como a espécie prevalente do género, sendo isolada em
pacientes que fazem uso de cateter e também encontradas em infeccdes de
canais radiculares. Estudos apontam que um grande numero de cepas de
Candida spp. apresentam resisténcia aos antifungicos azolicos. Hoje, o
tratamento de primeira escolha para as candidemias sdo as equinocandinas;
apesar de mostrarem efeitos satisfatorios no tratamento ja apresentam casos de
resisténcia especialmente com a espécie Candida glabrata (Espinel-Ingroff et
al., 2014; Lima et al., 2015; Rodriguez-Leguizamon et al., 2015; Castanheira et
al., 2016).

Devido ao aumento de resisténcia aos farmacos, que 0Ss micro-
organismos estdo adquirindo, sdo necessarios novos mecanismos de combate a
esses patdgenos. Neste aspecto a fitoterapia tem despontado com resultados
promissores. O uso de plantas e seus derivados utilizados para o tratamento de
doencas € conhecido hd muitos seculos; Na Medicina Tradicional Chinesa, 0
uso de plantas para o tratamento de doencas data de mais de 3000 anos. O livro
The Devine Farmer’s Classic of Herbalism (Yang, Cao, 1998) é o compilado

mais conhecido, representante dessa cultura, trazendo informagbes e
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metodologias do conhecimento sobre plantas medicinais. Esse conhecimento €
derivado da cultura popular, baseado em crengas e experiéncias indigenas e
hoje com o desenvolvimento de tecnologias e 0 avancgo da ciéncia, a fitoterapia
se tornou um ramo de estudo com um aumento exponencial de pesquisas que
verificam efeitos bioldgicos de substancias derivadas de plantas (Yang, Cao,
1998; Sargin et al., 2013; Farooqui et al., 2015; Benzie, Wachtel-Galor, 2011;
Jafari et al., 2015).

Utilizada popularmente como ténico para tratamentos de reumatismo,
distarbios gastricos e até mesmo para o tratamento do diabetes, Pfaffia
paniculata K. é conhecida como o Ginseng brasileiro (Freitas et al, 2004).
Estudos feitos com o extrato da raiz demonstram que ela possui importantes
efeitos bioldgicos, com propriedades antioxidantes, efeitos analgésico e anti-
inflamatdrio (Leal et al., 2010). O género Hebanthe teve sua nomeclatura
alterada em 2008, ano no qual Marchioretto propds a denominacdo Pfaffia mart
para 0 género, pertencente a familia Amaranthaceae. Ndo ha concordancia
sobre o nimero exato de espécies; alguns autores citam que 0 género abrange
entre 30 a 40 espécies, outros afirmam que ele possui exatas 21 espécies. E uma
planta nativa da Regido Neotropical, que abrange o sul do México e se estende
através dos tropicos passando pela bacia Amazénica, Minas Gerais, Santa
Catarina, Parana até a Baia Blanca na Argentina. No Brasil a ultima revisao de
taxons realizada em 2002 mostrou que o género Pfaffia apresenta 22 espécies
(Marchioretto et al., 2008, 2010).

Alguns poucos estudos relatam a constituicdo de P. paniculata e
apontam a presenca de diversas moléculas diferentes com efeitos biologicos
importants (Shiobara et al., 1993; Freitas et al., 2004; Rates, Gosmann, 2002).
Shiobara et al. (1993) foram os pioneiros a identificar o acido pfamérico ou
pfafico (nortriterpenoide) em sua constituicdo, o qual apresenta efeitos

inibitérios no crescimento de células tumorais. Outra molécula presente em sua
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constituicdo ¢ uma classe de esterois denominada [B-ecdisterona que s&o
importantes na industria farmacéutica para a producdo de cosmeticos, devido ao
seu poder de regeneracdo celular. Glicosideos flavonoides também foram
descritos em pesquisas sobre os constituintes da raiz (Freitas et al., 2004; Felipe
et al., 2014; Leal et al., 2010; Madeira et al., 2003; Li et al., 2010). Os
glicosideos também apresentam efeitos inibitérios em células tumorais e sdo
denominados pfafosideos A,B,C,D,E e F, que demonstraram acao inibitéria em
melanomas, carcinomas e células tumorais no pulméo (Rates, Gosmann, 2002;
Leal et al., 2010). Na busca por caracterizar os constituintes de P. paniculata,
Takemoto et al. (1983) e Nishimoto et al. (1984) encontraram também
moléculas como sitosterol, estigmasterol, glicosideos e alantoinas, esta Gltima
apresenta efeito protetor para a pele, promovendo a hidratacdo e acao anti-
inflamatodria (Li et al., 2010; Savi¢ et al., 2015).

Juglans regia L. € o nome cientifico de uma espécie popularmente
conhecida como Nogueira, pertencente a familia Juglandaceae, nativa do
sudeste da Europa. Apresenta grande valor econdmico para diversos ramos da
industria, como a madeira, que devido a durabilidade e beleza, é produzida
principalmente na Espanha e em Portugal. E uma &rvore que produz frutos
conhecidos popularmente como noz europeia e sdo ricos em 0leos compostos
por acidos graxos insaturados. O licor da noz proveniente dos frutos verdes é
rico em antioxidantes naturais como acido ascorbico, tocoferois e polifenois
(Almeida et al., 2008; Fernandez-Agullda et al., 2013; Joshan, Singhb, 2013).
As folhas sdo muito utilizadas na cultura popular para tratamento de doencas da
pele como Ulceras, irritacbes cutaneas, tambem utilizadas como antidiarreico e
anti-helmintico, para insuficiéncia venosa e acdo adstringente (Fernandez-
Agulloa et al., 2013; Rather et al., 2012). Em um estudo conduzido por
Farooqui e colaboradores em 2015 o extrato de J. regia apresentou importante

efeito microbicida, suas propriedades foram testadas em diversos micro-
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organismos, inclusive cepas resistentes a diferentes farmacos.

Na pesquisa sobre a constituicdo do oléo essencial de J. regia, Rather et
al. (2012) identificaram que ao todo existem 38 diferentes constituintes, com
predominancia de hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos, tais como -
pineno, B-cariofileno, limoneno. Estes constituintes apresentam importantes
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas; por vezes
apresentam efeitos analgésicos e estimulantes (Ruberto, Baratta, 2000, Vermaa
et al., 2013). Os efeitos antimicrobianos foram testados contra diferentes micro-
organismos Gram negativos e Gram positivos em comparagdo a antibioticos
padrdo: Oxicilina, Tetraciclina, acido Nalidixico, Ofloxacina, Chromaphenicol,
Gentamicina, Penicilina (Farooqui et al., 2015).

Zakavi et al. (2013) verificaram os efeitos que extrato de J. regia exerce
sobre bactérias da microbiota oral. Os extratos foram testados contra o principal
micro-organismo relacionado a céarie, Streptococcus mutans, entre outros
patdgenos que habitam a cavidade bucal como S. sanguis, S. salivarius e
Staphylococcus aureus. O estudo concluiu que J. regia possui importantes
efeitos microbicidas variando sua acdo conforme o tipo de extrato (alcéolico ou
aquoso), e conforme o género e espécie do micro-organismo.

Diante da problematica atual envolvendo a resisténcia dos micro-
organismos e poucos estudos dos efeitos bioldgicos das duas espécies descritas
0 presente trabalho teve por objetivo investigar se os extratos de Pfaffia
paniculata K. e Juglans regia L. apresentam atividade antimicrobiana e se 0s
mesmos nao apresentam citotoxicidade através de testes in vitro, para que

possam classificar os efeitos fitoterapicos dos extratos estudados.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar se os extratos de
Pfaffia paniculata K. e Juglans regia L. possuem efeitos bioldgicos como:
atividade antimicrobiana e citotoxicidade .

Os objetivos especificos foram:

a) Verificar se os extratos possuem atividade antifungica em biofilmes
monotipicos e suspensdes plancténicas de Candida albicans, Candida
glabrata, Candida guilhermondii, Candida krusei, Candida tropicalis
e Candida dubliniensis;

b) Verificar se 0s extratos possuem atividade antibacteriana em
biofilmes monotipicos e suspensbes planctdnicas de Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e
Pseudomonas aeruginosa;

c) Verificar se 0s extratos apresentam citotoxicidade celular em

fibroblastos gengivais humanos (FMM-1).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos os extratos glicolicos da raiz da planta Pfaffia
paniculata K. (Ginseng brasieliro), e o extrato da folha de Juglans regia L.
(Nogueira), ambos na concentracdo de 200 mg/mL (20%), da empresa Mapric

(Séao Paulo, SP), com os devidos laudos e especificacdes (ANEXO A e B).

3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos

A avaliacédo da atividade antimicrobiana dos extratos foi realizada sobre
cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) de Candida
albicans (ATCC 18804), Candida glabrata (ATCC 9030), Candida
guilhermondii (ATCC 6260), Candida krusei (ATCC 6258), Candida tropicalis
(ATCC 13803) e Candida dubliniensis (ATCC MYA 646), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) Enterococcus
faecalis (ATCC 4083), Streptococcus mutans (ATCC 35688) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442). As cepas sdo provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias e Tecnologia
(ICT/UNESP).
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3.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao Microbicida Minima (CMM)

Para a determinagdo da CIM foi utilizado o método de microdilui¢do em
caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M7-
A9 que descreve testes com bactérias aerobias e a norma M27-A3, que dispdem
sobre testes com fungos.

Primeiramente as cepas de micro-organismos, que estavam congeladas
em freezer -80°C (NuAire, Playmouth, USA), foram semeadas em meio solido,
Brain Heart Infusion (BHI - Himédia) para bactérias ou Sabouraud-dextrose
(Himedia) para as leveduras, ap0s semeadura as cepas foram encubados em
estufa bacterioldgica (37°C, com 5% de CO, para S. mutans) por 24 h para que
fossem reativadas.

Passado o periodo de incubacdo foram algadas algumas coldnias das
cepas reativadas, essas foram entdo diluidas em solucéo fisioldgica estéril (NaCl
0,9%) e a suspensdo padronizada em espectrofotbmetro na concentragcdo de em
10° células/mL, de acordo com as recomendacdes da (CLSI).

Apbs o preparo da suspensdo de micro-organismos, foi iniciado o
preparo das diluicdes dos extratos. Para isso foram distribuidos, nos pocos da
microplaca, 100 puL de meio de cultura liquido, sendo caldo Mueller Hinton
(Himedia, Mumbai, india) para as bactérias, e meio RPMI 1640 (com glutamina,
sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol) (Himedia) tamponado com
MOPS [&cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) pH 7,0 £ 0,1, para as leveduras. A distribuicdo do meio foi feita utilizando
10 pocos para cada grupo experimental de micro-organismo. Passada esta etapa,

100 pL dos extratos, na concentracao de 200 mg/mL, foram adicionados apenas
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no primeiro poco de cada grupo, de onde partiram uma série de 10 diluicdes

seriadas. As diluicOes testadas estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1- Dilui¢Ges dos extratos de Pfaffia paniculata e Juglans regia, obtidas
pelo teste de Microdiluicdo em caldo, aplicadas nos micro-organismos

Micro-organismo Diluicdes dos extratos (mg/mL)

C. albicans 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 | 0,78 0,39 | 0,19
C. dubliniensis 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 (0,78 0,39 | 0,19
C. glabrata 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 (0,78 0,39 | 0,19
C. guilliermondii |100| 50 | 25 |12,5|6,25|3,12|1,56|0,78|0,39 | 0,19
C. krusei 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 | 0,78 | 0,39 | 0,19
C. tropicalis 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 (0,78 0,39 | 0,19
E. faecalis 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 (0,78 0,39 | 0,19
P. aeruginosa 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 | 0,78 0,39 | 0,19
S. aureus 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 | 0,78 0,39 | 0,19
S. epidermidis 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 0,78 0,39 | 0,19
S. mutans 100 | 50 | 25 [12,5/6,25|3,12|1,56 | 0,78 | 0,39 | 0,19

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Apl6s o preparo das diversas concentracdes dos extratos foram
adicionados 100 pL/poco dos indculos padronizados, nos pocos dos seus
respectivos grupos. Apos os procedimentos, as placas foram incubadas a 37°C,
em estufa bacterioldgica, por 24 h. Os testes foram realizados em duplicata.

A CIM, concentragdo capaz de inibir o desenvolvimento do micro-
organismo, foi determinada no ultimo po¢o da microplaca que ndo apresentou

turvacdo apds incubacao.
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Para determinar a CMM dos extratos, ou seja concentracdo capaz de
promover a morte do micro-organismo, foi necessario inocular em agar BHI
(bactérias) ou Sabouraud-dextrose (leveduras) 10 pL de alguns pocos da
microplaca. Os pogos eleitos para a semeadura se basearam a partir da CIM,
onde foram semeados o pog¢o da CIM, assim como um anterior e outro posterior
a ela. ApoOs incubacdo de 48 h foi avaliado se as placas apresentaram
crescimento de col6nias, determinando a CMM de cada extrato, no rastro no
qual ndo houve o desenvolvimento de colGnias, como pode ser observado na

figura 1.

Figura 1 - Procedimento para determinacdo da CIM e CMM dos extratos de
Pfaffia paniculata e Juglans regia

Legenda: O circulo azul indica o ultimo poco da microplaca que ndo apresentou turvacao, onde foi
determinada a CIM. As setas em vermelho indicam os pocos da microplaca que foram semeados em
meio sélido para determinacdo da CMM. A estrela em azul indicaa CMM.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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3.1.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos em biofilmes

monotipicos

A partir da triagem promovida pelo teste de microdiluicdo em caldo, os
extratos (P. paniculata e J. regia) que apresentaram a CMM foram testados

sobre biofilmes monotipicos in vitro.

3.1.2.1 Formagao do Biofilme

Os biofilmes foram formados em fundo de placas de 96 pogos. Para tanto
foi preparado o inéculo de cada micro-organismo em caldo Brain Heart Infusion
(BHI — Himédia) para bactérias ou Yeast Nitrogen Base (YNB — Himedia)
suplementado com 100 mM de glicose, diluido 10 vezes em &gua destilada
estéril para fungos, incubados em estufa a 37°C por 16 h. Apos a incubacéo o
inoculo foi lavado duas vezes com solucdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e
feitas suspensdes padronizadas em espectrofotdmetro (B582, Micronal, Sao
Paulo, Brasil) contendo 107 células/mL.

Foram adicionados 100 pL da suspensdo padronizada em cada pogo da
microplaca (N=10/grupo) e 100 pL de caldo BHI (bactérias) ou YNB
(leveduras). A placa foi incubada em estufa a 37°C sob agitacdo de 75 rpm por
24 h. Apos esse periodo, houve troca do meio de cultura com nova incubacéo de
24 h, totalizando um biofilme com 48 h de formacgdo. Os grupos experimentais

podem ser observados na tabela 2.
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Tabela 2 - Grupos experimentais para os testes em biofilme

) Grupo Grupo extrato Grupo
Micro-
_ controle controle
organismo 200 mg | 100 mg | 50 mg
) (+)

P. aeruginosa n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
S. mutans n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. albicans n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. dubliniensis n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. glabrata n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. guilliermondii n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. krusei n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
C. tropicalis n=20 n=20 n=20 n=20 n=20

Legenda: Grupo controle (-): tratamento com NaCl 0,9%; Grupo extrato: Tratamento com extrato
de P. paniculata ou J. regia nas concentracdes de 200, 100 e 50 mg. Grupo controle (+): tratamento
com Clorexidina (bactérias) ou Nistatina (leveduras).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.1.2.2 Tratamento

Apos o periodo de formagéo de cada biofilme, 0 mesmo foi colocado em
contato com seu respectivo extrato (P. paniculata ou J. regia) pelo periodo de 5
minutos. A partir dos valores de CMM encontrados no teste de MIC, foram
determinados o0 uso de trés altas concentracOes para os testes com biofilmes,
devido sua maior complexidade estrutural e dificuldade de difusdo de
substéncias. As concentracdes testadas foram de 200, 100 e 50 mg/mL. Como
controles foram utilizadas solugGes antimicrobianas conhecidas, como

clorexidina 0,2% (bactérias) e nistatina 100.000 Ui/mL (levedura). Solucéo
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fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) foi utilizada como controle negativo, como pode
ser observado na figura 2. Para todos os tratamentos foram adicionados 200 pL/
poco. Posteriormente, estas solugbes foram descartadas e o biofilme lavado com

solucéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) por duas vezes.

Figura 2 - Tratamentos aplicados por 5 min nos grupos experimentais

AN e\
“.‘}'-, Z {;‘ = ’\’ i~ ‘b & ' =
: ‘2 T

Legenda: A: Grupo controle (-) NaCl 0,9%; B: Extrato de P. paniculata na concentracdo de 200 mg;
C: Extrato de P. paniculata na concentracdo de 100 mg; D: Extrato de P. paniculata na concentracao
de 50 mg; E: Grupo controle (+) Nistatina ou clorexidina; F: Extrato de J. regia na concentragdo de
200 mg; G: Extrato de J. regia ha concentragdo de 100 mg; H: Extrato de J. regia na concentracdo de
50 mg.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Para quantificacdo do biofilme foram utilizados dois testes que se
complementam para um melhor resultado. O teste de cristal violeta fornece a

biomassa do biofilme e o teste de MTT indica a atividade metabdlica das células
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dos micro-organismos. Foram realizados 2 experimentos independentes, com 10

repeticdes cada, totalizando n=20 para cada grupo experimental.

3.1.2.3 Avaliacédo da Biomassa pelo teste do Cristal Violeta

Apoés aplicacdo dos tratamentos foram adicionados 200 pL/ poco de
metanol por 20 minutos para fixacdo do biofilme. Em seguida o metanol foi
retirado e a placa foi incubada a 37°C por 24 h, para secagem. Apos incubacéo
foram adicionados 200 pL/ poco de cristal violeta a 1% (V/V) por 5 min. O
corante foi retirado e lavagens com solucgéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e
com &cido aceético a 33% (V/V) foram realizadas. Em seguida a placa foi lida em
leitora de microplaca e as densidades oOpticas (DO) convertidas na biomassa do

biofilme, através da férmula abaixo:

% reducao da biomassa = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)

3.1.2.4 Atividade metabolica dos micro-organismos pelo teste de MTT

Apds submetido aos respectivos tratamentos o biofilme foi preparado
para o teste de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide). Para isso foram adicionados 200 pL da solugdo de MTT a placa foi
incubada ao abrigo da luz por 1 h em estufa a 37°C. Passado o periodo de

incubacdo foi retirada a solucdo de MTT e adicionado 200 pL de
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Dimetilsufoxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a 37°C
por 10 min sob agitacdo constante por 10 min. Em seguida a placa foi lida em
leitora de microplaca em 570 nm e as densidades Oépticas obtidas foram
convertidas, através da férmula abaixo, em percentual de atividade metabolica

das células do micro-organismo:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo

Controle)

3.2 Avaliacao da citotoxicidade dos principios ativos

A citotoxicidade dos extratos naturais de P. paniculata e J. regia foi
avaliada através de trés diferentes testes colorimeétricos, Teste de MTT, Teste do
cristal violeta e Teste do Vermelho Neutro, com a avaliacdo de diferentes
constituintes da célula. O Teste de MTT consiste na capacidade de células
vidveis em clivar o sal tretazolico (MTT) em cristais de formazam, devida a
presenca de enzimas redutases e alguns outros cofatores presentes no
citoplasma, mitocondrias, lisossomos, fornecendo através da atividade
metabolica a quantidade de células vidveis. O teste do vermelho neutro avalia a
atividade lisossomal da célula, através da incorporacdo do corante a organela,
fornecendo a viabilidade da mesma. E por fim, o teste do cristal violeta, onde o
corante basico interage e se incorpora a estruturas celulares que possuem cargas
negativas, como o DNA e a membrana plasmética, fornecendo assim
quantificacdo da viabilidade celular, sendo a densidade da coloragédo

proporcional a viabilidade celular.
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3.2.1 Cultivo Celular

Para a realizacdo dos testes foram cultivadas células da linhagem FMM 1
(Fibroblastos gengivais humanos), presentes na figura 3, provenientes do Banco
de Células do Rio de Janeiro - Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich
(APABCAM - RJ).

Figura 3 - Células da linhagem FMM-1 (Fibroblastos Gengivais Humanos)
vizualiados por microscopia optica

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Apds descongelamento as células foram mantidas em frascos de cultivo
celular (TPP, Suica), cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA), incubadas em estufa a
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temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, com 5% de CO,. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 h e quando fosse observado estado de
subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacdo de mais de 70% do
frasco, as células eram transferidas para outro frasco celular.

Para utilizacdo nos testes, a monocamada de células foi desagregada do
assoalho do frasco de cultura com tripsina (LGC). Em seguida as células foram
re-suspendidas em meio DMEM + 10% SFB e transferidas para um falcon onde
foram centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. A quantificagdo do numero de
celulas viaveis para o teste foi realizada atraves do teste de exclusdo com azul de
Trypan.

Apo6s contagem, foram adicionados 200 puL de meio DMEM + 10% SFB,
contendo 4 x 10* células viaveis, em microplacas de 96 pocos. Estas placas
foram incubadas (37°C, com 5% de CO,) por 24 h para que ocorra aderéncia

celular nos pocos da microplaca.

3.2.2 Tratamento em células

Apos o periodo de aderéncia celular o sobrenadante foi removido para
aplicacdo dos extratos de P. paniculta e J. regia separadamente e foram testadas
as concentragdes de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL com base nos
resultados obtidos pela aplicacdo do extrato em biofilmes microbianos. Para
obter essas concentragcfes os extratos foram diluidos em meio de cultura DMEM
+ 10% SFB. Foram aplicados 200 uL das respectivas concentragfes conforme
grupo experimental, por 5 min. O grupo controle recebeu apenas o tratamento
com DMEM + 10 % SFB pelo mesmo periodo. Cada grupo experimental foi

realizado com N= 10 com duas repeti¢cdes independentes.
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Apols os tratamentos realizados, os extratos ou DMEM + 10% SFB
foram retirados da placa e apos foram realizadas duas lavagens com solucdo
salina (NaCl 0,9%) para remocdo de células mortas desagregadas do fundo da

placa. As placas foram entédo destinadas aos testes de viabilidade celular.

3.2.3 Ensaio de citotoxicidade com MTT

Para a analise da atividade metabolica das células viaveis, a solucéo de
MTT foi preparada, ao abrigo da luz, a partir da suspenséo de 0,5 mg do po de
MTT (Sigma Aldrich Co., Alemanha) em 1 mL de solucdo tampéo de fosfato
(PBS) (Cultilab, Brasil) estéril, obtendo a concentracdo de 0,5 mg/mL.

Apoés a aplicacdo do tratamento foram adicionados 100 pL/pogo da
solucdo de MTT. As placas foram incubadas (37°C, com 5% de CO;) pelo
periodo de 1 h, abrigadas da luz. Posteriormente a solucdo foi descartada e
foram adicionados 100 pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO — Sigma) para
expor os cristais de formazam metabolizados por células viavéis. Apoés
incubacéo de 10 min e agitacdo em shaker, por igual periodo, a absorbancia dos
pocos foi lida em leitora de microplacas com comprimento de onda de 570 nm.
As densidades oOpticas (DO) obtidas foram convertidas em percentual de

viabilidade celular atraves da seguinte formula:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle
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3.2.4 Ensaio de citotoxicidade com Cristal Violeta

Para o preparo da solucdo de Cristal Violeta foram solubilizados 0,2 mg
do corante para cada mL da suspensao.

Apos a aplicacdo do tratamento com os extratos, foram adicionados 100
UL/ poco de formaldeido 10% (Synth, SP, Brasil), as células foram fixadas por
10 minutos, apos este periodo foi adicionado a solucéo de cristal violeta a 0,2%
onde foram distribuidos 100 pL/poco com incubacdo de 15 min, ao abrigo da
luz. Apoés periodo de incubacéo a solucdo de cristal violeta foi lavada com agua
destilada até que ndo se nota-se mais a presenca do corante. Posteriormente as
lavagens foi adicionado 100 pL/poco de alcool etilico, a placa foi levada ao
shaker por 10 min e apo6s foi realizada a leitura da microplaca em
espectrofotdmetro. O comprimento de onda utilizado para a leitura foi de 570
nm. As densidades oOpticas obtidas foram convertidas em percentual de

viabilidade celular.

3.2.5 Ensaio de citotoxicidade com Vermelho Neutro

Para avaliar a incorporacdo do vermelho neutro aos lisossomos
primeiramente foi preparada a solu¢do do vermelho neutro, para isso 20 pg/mL
do corante vermelho neutro (Vetec/ Sigma Aldrich, SP, Brasil) foi solubilizado
em solucdo tampéo de fosfato (PBS), ao abrigo da luz.

Ap0s os devidos tratamentos com os extratos, a solucdo de Vermelho
neutro foi adicionada a placa de 96 pocos no volume de 100 pL/ poco, a placa
foi incubada ao abrigo da luz por 2 h a 37°C com 5% de CO,. Ap06s o periodo de
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incubacdo a solucdo de vermelho neutro foi retirada da placa e foram
acrescentados 100 pL/ poco de alcool etilico. A placa foi levada ao shaker por
15 min e apos foi realizada sua leitura em leitor de placa em 570 nm. Os Valores

obtidos foram convertidos em percentual de viabilidade celular.

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos pelos testes de atividade antimicrobiana e citotoxicidade
passaram pelo teste de normalidade e foram analisados estatisticamente pelo
método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5% (p<0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antimicrobiana

4.1.1 Determinacao da CIM e CMM dos micro-organismos em crescimento

planctonico

No teste de microdiluicdo em caldo P. paniculata apresentou CIM para
todos os micro-organismos testados. Como pode ser observado na Tabela 3, C.
albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis e C. guilhermondii
apresentaram inibicdo de crescimento com 50mg/mL do extrato; ja C. krusei
apresentou inibicdo com 100 mg/mL. Em relacdo as bactérias, quando expostas
ao extrato, S. aureus sofreu inibicdo de crescimento com 100 mg/mL, enquanto
P. aeruginosa e S. mutans com 50 mg/mL e E. faecalis e S. epidermidis foram
inibidos com 25 mg/mL.

Para trés bactérias ndo foram encontradas Concentracdo Microbicida
Minima (CMM) com o extrato de P. paniculata, sendo elas S. aureus, E.
faecalis e S. epidermidis. Ja para S. mutans foi constatada auséncia de
crescimento em meio solido, com 100 mg/mL do extrato e P. aeruginosa com
50 mg/mL.

P. paniculata demonstrou potencial antifingico com concentracdo
microbicida em 100 mg/mL para C. albicans, C. krusei, C. dubliniensis e C.

glabrata. J& C. tropicalis e C. guilhermondii obtiveram CMM em 50 mg/mL.
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Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo microbicida
minima (CMM) do extrato de Pfaffia paniculata para as espécies de micro-
organimos

Extrato Glicdlico de Pfaffia paniculata

Micro-organismo | CIM (mg/mL) | Micro-organismo | CMM (mg/mL)
E. faecalis 25 mg/mL P. aeruginosa 50 mg/mL
S. epidermidis 25 mg/mL C. tropicalis 50 mg/mL
P. aeruginosa 50 mg/mL S. mutans 100 mg/mL
S. mutans 50 mg/mL C. albicans 100 mg/mL
C. albicans 50 mg/mL C. dubliniensis 100 mg/mL
C. dubliniensis 50 mg/mL C. glabrata 100 mg/mL
C. glabrata 50 mg/mL C. guilliermondii 100 mg/mL
C. guilliermondii 50 mg/mL C. krusei 100 mg/mL
C. tropicalis 50 mg/mL E. faecalis ausente
S. aureus 100 mg/mL S. aureus ausente
C. krusei 100 mg/mL | S. epidermidis ausente

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O extrato de J. regia apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM)

para todos os fungos e bactérias testados. Quanto as bactérias P. aeruginosa e E.
faecalis foram inibidos com 25 mg/mL, S. aureus e S. mutans com 50 mg/mL e
S. epidermidis com 100 mg/mL. Os resultados podem observados na Tabela 4.
O extrato de J. regia apresentou concentracdo microbicida minima
(CMM) frente a P. aeruginosa, com 50 mg/mL. Quando aplicado em fungos o
extrato demonstrou potencial antifungico em C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis e C. guilhermondii que obtiveram CMM com 25 mg/mL e C. albicans

e C. dubliniensis apresentaram CMM com 50 mg/mL.
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Tabela 4 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo microbicida
minima (CMM) do extrato de Juglans regia L aplicado em micro-organimos

Extrato Glicolico de juglans regia

Micro-organismo | CIM (mg/mL) | Micro-organismo | CMM (mg/mL)
C. dubliniensis 12,5 mg/mL | C. glabrata 25 mg/mL
C. guilliermondii 12,5 mg/mL | C. guilliermondii 25 mg/mL
C. tropicalis 12,5 mg/mL | C. krusei 25 mg/mL
E. faecalis 25 mg/mL C. tropicalis 25 mg/mL
P. aeruginosa 25 mg/mL P. aeruginosa 50 mg/mL
C. albicans 25 mg/mL C. albicans 50 mg/mL
C. glabrata 25 mg/mL C. dubliniensis 50 mg/mL
C. krusei 25 mg/mL E. faecalis ausente
S. aureus 50 mg/mL S. aureus ausente
S. mutans 50 mg/mL S. epidermidis ausente
S. epidermidis 100 mg/mL | S. mutans ausente

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A partir da triagem promovida pelo teste de microdiluicdo em caldo
foram iniciados os testes em biofilmes, somente das espécies que apresentaram
CMM quando expostas ao tratamento. As concentra¢fes que mais obtiveram
acdo microbicida nos testes em cultura plancténica foram 100 mg, 50 mg/mL e
25 mg/mL, porém como ja é descrito na literatura, devido a maior resisténcia do
biofilme a acdo de farmacos, as concentragcdes dos extratos testadas em biofilme
foram de 200 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL.
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4.1.2 Avaliacdo da reducdo de biomassa dos biofilmes monotipicos apo6s

exposicao aos extratos

Apbs o tratamento por 5 min o extrato de P. paniculata causou a reducéo
de 23,5% da biomassa do biofilme de P. aeruginosa na concentracdo de 200
mg/mL e 100 mg/mL reduziu 17,7%. J& a concentracdo de 50 mg/mL causou
8,3% de reducéo, reducdo sem significancia estatistica (p<0.05) comparadas ao
grupo controle de crescimento. O extrato de Juglans regia reduziu com
significancia estatistica (p<0.05) as trés concentracdes teste, sendo elas 200 mg,
100 mg e 50 mg. A reducdo percentual promovida pelo extrato a 200 mg/mL foi
de 19,8%; 100 mg/mL reduziu em 15,5% e a concentracdo de 50 mg/mL
promoveu a reducdo de 17,8% a biomassa de P. aeruginosa. O grupo controle
de tratamento, com digluconato de clorexidina a 0,12%, promoveu a reducédo de
22,6% da biomassa de P. aeruginosa , quando comparada aos grupos teste dos
extratos a reducdo foi semelhante estatisticamente na reducdo do biomassa,

como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Pseudomonas aeruginosa
tratado com os extratos glicdlicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5
min, nas diferentes concentracoes
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0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 p=<0.05%

Percentual de redugao

Densidade éptica
Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
CLO - Diglucunato de Clorexidina 0,12%. Dados com distribui¢cdo normal analisados pelo teste

ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0.05%)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para S. mutans foi aplicado apenas o extrato de P. paniculata pois sO
este apresentou CMM no teste de microdiluicdo em caldo. As concentragdes de
200 mg, 100 mg e 50 mg do extrato de P. paniculata promoveram a reducédo de
14,7%, 15,6% e 14,3% respectivamente, similar a clorexidina com 18,2%, estes
grupos obtiveram redugdo com significancia estatistica (p<0.05) quando
comparadas ao grupo controle de crescimento. Os valores podem ser observados

na Figura 5.
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Figura 5 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Streptococcus mutans tratado

com o extrato glicdlico de Pfaffia paniculata por 5 min, nas diferentes
concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; CLO — Diglucunato de Clorexidina 0,12%
Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey

(p<0.05%)
Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato glicélico de P. paniculata demostrou acdo antifungica, houve
reducdo com significancia estatistica (p<0,05%) em todas as concentracdes
testadas aplicadas em biofilme de C. albicans e com resultados similares
estatisticamente a reducdo promovida pela nistatina. A biomassa de C. albicans
foi reduzida em 45,6% quando exposta a 200 mg/mL do extrato por 5 min, 100
mg/mL reduziu 41,5% e 50 mg/mL reduziu 40,5% da biomassa.

O extrato de J. regia na concentracdo de 200 mg/mL reduziu a biomassa
em 31,0%, 100 mg/mL foi capaz de reduzir 32,7% e 50 mg/mL, 31,9%. Os
resultados obtidos foram similares ao da nistatina que apresentou reducao de

34,4%. Todos os grupos tratados com J. regia apresentaram reducdo com
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significancia estatistica (p<0.05) comparados ao grupo controle. Os valores

podem ser observados na Figura 6.

Figura 6 - Avaliagdo da biomassa de biofilme de Candida albicans tratado com
os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

C. glabrata teve sua biomassa reduzida em 26,1% com o extrato de P.
paniculata na concentracdo de 200 mg/mL, como mostra a figura 7. Com 100
mg/mL a reducdo promovida foi de 25,3% e com 50 mg/mL a redugéo foi de
19,9%. Todas as reducgdes foram significativas estatisticamente (p<0,05%) e
com similaridade entre as diferentes concentracbes. O extrato de J. regia nas
concentracdes de 100 mg e 50 mg promoveram a reducéo percentual de 23,4% e

30,0% respectivamente, o grupo 200 mg reduziu em 15,1% a biomassa do
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fungo. A nistatina obteve 21,9 % de reducdo da biomassa de C. glabrata.
Quando comparada as concentragOes testes dos extratos ndo apresentou

diferenca com significancia estatistica (p<0.05%)

Figura 7 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Candida glabrata tratado com
os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes

Candida glabrata
Biomassa
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Aty E@ JUG 100mg/mL
g 234% Em JUG 50mg/mL
30,0%
T 1 p<0.05%
o o Q o
QQ B'Q Q"\ Q'\

Densidade 6ptica

Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato glicolico de P. paniculata também demostrou acdo antifungica
em biofilme de C. krusei, onde a concentracdo de 200 mg/mL reduziu em 37,5%
sua biomassa, 100 mg/mL reduziu 33,2% e 50 mg/mL do extrato foi capaz de

reduzir 35,9% da biomassa, valores observados na figura 8.
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A biomassa de C. krusei foi reduzida em 20,4% com 200mg do extrato
de J. regia, 100 mg reduziu 21,9% e 50 mg do extrato reduziu em 22,8% a
biomassa do fungo. Todos os grupos exerceram reducdo com significancia
estatistica (p<0.05) comparados ao grupo controle de crescimento. O grupo
nistatina obteve reducdo percentual de 27,3%. Quando comparados 0S grupos
dos extratos e Nistatina entre si, a concentracdo de 200 mg de J. regia se
demostrou diferente quanto a reducdo estatistica, promovendo uma menor

reducdo da biomassa.

Figura 8 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Candida krusei tratado com os
extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes

Candida krusei
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O extrato da raiz (P. paniculata) a 200 mg/mL reduziu a biomassa de C.
tropicalis em 34,3%, a concentracdo de 100 mg/mL diminuiu 27,5% e 50
mg/mL 18,6%. Esses valores podem ser observados na figura 9. Todos o0s
grupos apresentaram reducdo com significancia estatistica (p<0.05) quando
comparadas ao grupo controle, no entanto ndo ha diferenca significativa quando
comparadas as concentracdes de 200, 100 e 50 mg.

C. tropicalis teve sua biomassa reduzida em 30,4% com 200 mg do
extrato de J. regia, 100 mg promoveu 16,6% de reducdo e 50 mg diminuiu
15,6% da biomassa do biofilme. Quando comparado ao grupo controle todos os
grupos testes obtiveram reducdo com significancia estatistica (p<0.05), a
reducéo obtida pelo grupo 200 mg e nistatina foram maiores que a dos demais

grupos.
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Figura 9 - Avaliacédo da biomassa de biofilme de Candida tropicalis tratado com
os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes

Candida tropicalis
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribui¢do normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo

teste de Tukey (p<0.05%)
Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato de P. paniculata reduziu o biofilme de C. dubliniensis, com
significancia estatistica (p<0.05) apenas na concentracdo de 200 mg/mL,
atingindo 23,8%. As concentracbes de 100 mg/mL e 50 mg/mL reduziram
11,4% e 3,4% respectivamente. Os valores podem ser observados na figura 10.

J. regia reduziu a biomassa de C. dubliniensis em 27,0%, 21,5% e 28,0%
com as concentracdes de 200 mg, 100 mg e 50 mg, respectivamente. Todas as

concentragdes obtiveram reducdo com significancia estatistica.
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Figura 10 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Candida dubliniensis tratado
com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

C. guilhermondii teve sua biomassa reduzida em 40,0% com 200 mg do
extrato de P. paniculata, a concentragdo de 100 mg reduziu 34,7% e 50 mg/mL
diminui 26,7% o biofilme. Todos o0s grupos obtiveram reducdo com
significancia estatistica (p<0.05) comparados ao grupo controle de crescimento.
As concentrages de 200 mg/mL e 100 mg/mL e a solugé@o de Nistatina foram
semelhantes estatisticamente (p<0.05%) na capacidade de reducéo da biomassa.
O extrato de J. regia promoveu a reducdo de 27,0%, 20,4% e 12,3% nas
concentracdes de 200 mg, 100 mg e 50 mg respectivamente. As reducdes
promovidas foram significantes estatisticamente (p<0.05), comparadas ao grupo

controle. Os resultados podem ser visualizados na figura 11.
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Figura 11 - Avaliacdo da biomassa de biofilme de Candida guilhermondii
tratado com os extratos glicdlicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5
min, nas diferentes concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.1.3 Avaliacéo da atividade metabdlica dos micro-organismos em biofilme
apods exposicao aos extratos

A concentracdo de 200 mg/mL do extrato de P. paniculata reduziu a
atividade metabdlica de P. aeruginosa em 78,6%, j& 100 mg/mL apresentou a
diminuicdo de 33,8% e 50 mg/mL apenas 0,2%. O tratamento padrdo realizado
com digluconato de clorexidina a 0,12% promoveu a reducdo de 51,6% do
metabolismo de redutases da bactéria. Os grupos 200 mg/mL, 100 mg/mL e
Clorexidina obtiveram reducdo estatistica significante (p<0.05) comparado ao

grupo controle de crescimento. Conforme observado na figura 12.



47

O extrato de J. regia na concentracdo de 200 mg promoveu a reducéo de
26,8% da viabilidade de P. aeruginosa. A concentracdo de 100 mg promoveu
reducdo de 14,5% e 50 mg 5,6%. Apenas os grupos 200 mg e clorexidina
obtiveram reducdo com significancia estatistica (p<0.05) em comparagdo ao

controle, sendo que clorexidina obteve reducéo percentual de 51,6%.

Figura 12 - Avaliacdo da atividade metabolica de Pseudomonas aeruginosa
tratado com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5
min, nas diferentes concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
CLO — Diglucunato de Clorexidina 0,12%. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste
ANOVA suplementado pelo teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

S. mutans teve sua atividade metabolica diminuida em 20,3% quando
exposto a 200 mg/mL do extrato de P. paniculata; A concentracdo de 100
mg/mL diminui 15,4% e 50 mg/mL promoveu a queda do metabolismo
enzimatico em 23,2%. Resultados semelhantes ao encontrados com digluconato

de clorexidina a 0,12%, que apresentou a diminuicao de 21,0%. Todos 0s grupos
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comparados ao controle apresentaram reducdo com significAncia estatistica

(p<0.05), conforme observado na figura 13.

Figura 13 - Avaliacdo da atividade metabolica de Streptococcus mutans tratado
com o extrato glicolico de Pfaffia paniculata por 5 min, nas diferentes
concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; CLO — Diglucunato de Clorexidina 0,12%.
Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey
(p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O teste de atividade metabolica aplicado a C. albicans demostrou que
77,4% do biofilme foi reduzido quando foi aplicado 200 mg/mL do extrato da
raiz (P. paniculata). O grupo tratado com 100 mg/mL reduziu 74,3% e o grupo
de 50 mg/mL reduziu 65,9%. Nistatina reduziu a viabilidade celular do fungo

em 63,4%, como pode ser observado na figura 14.
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J. regia reduziu percentualmente o metabolismo enzimatico de C.
albicans em 61,0%, 71,6% e 74,3% nas concentra¢des de 200 mg, 100 mg e 50
mg respectivamente. Os resultados foram similares ao encontrado com nistatina
com reducdo de 63,3%. Todos 0s grupos obtiveram reducédo significante

estatisticamente (p<0.05), comparados ao grupo controle.

Figura 14 - Avaliacdo da atividade metabdlica de Candida albicans tratado com
0s extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS - Nisatatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo

teste de Tukey (p<0.05%)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

C. glabrata teve sua atividade metabolica diminuida em 70,1% quando
exposta ao extrato de P. paniculata na concentracdo de 200 mg, a concentracdo
de 100 mg reduziu 70,4% do fungo e 50 mg/mL obteve a reducdo de 66,4% .

Nistatina se manteve no mesmo nivel de reducdo promovida pelas diferentes
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concentracdes do extrato, com reducdes significativas estatisticamente (p<0.05),
em comparacdo ao grupo controle.

J. regia reduziu a atividade metabdlica de C. glabrata em 53,5%, 52,7%
e 57,1% com as concentragdes de 200 mg, 100 mg e 50 mg respectivamente,
nistatina reduziu 63, 7%. Todas as concentragcOes obtiveram reducdo com
significancia estatistica (p<0.05%), em relacdo ao controle. Os dados podem ser

observados na figura 15.

Figura 15 - Avaliacdo da atividade metabdlica de Candida glabrata
tratado com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5
min, nas diferentes concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicolico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina . Dados com distribui¢do normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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As concentracdes de 200 mg, 100 mg e 50 mg reduziram o metabolismo
de C. krusei em 16.9%, 12.3% e 29.5%, respectivamente. Comparado ao grupo
controle de crescimento, apenas as concentracbes de 200mg e 100mg
promoveram reducdo significativa estatisticamente (p<0.05), como pode ser
observado na figura 16.

As concentracbes de 200 mg, 100 mg e 50 mg de J. regia promoveram a
reducdo percentual no metabolismo de C. krusei em 20,5%, 18,4% e 11,3%,
respectivamente. As concentracdes de 200 mg e 100 mg obtiveram reducdo com

significancia estatistica (p<0.05), comparados ao grupo controle.

Figura 16 - Avaliagdo da atividade metabdlica de Candida krusei tratado com 0s
extratos glicélicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentrac6es

Candida krusei
MTT

Controle

PFA 200mg/mL
PFA 100mg/mL
PFA 50mg/mL

NIS

JUG 200mg/mL
JUG 100mg/mL
JUG 50mg/mL

© p<0.05%

Percentual de redugéao
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Legenda: PFA — Extrato glicolico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicolico de Juglans regia;NIS
— Nistatina. Dados com distribui¢do normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de
Tukey (p=<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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As células de Candida tropicalis tiveram seu metabolismo alterado
quando expostas ao extrato de P. paniculata a 200 mg/ml, 100 mg/mL e
50mg/mL, com reducdo de 61,6%, 56,0% e 36,8% respectivamente, conforme
pode ser observado na figura 17.

C. tropicalis teve sua atividade metabdlica reduzida em 44,9% com o
extrato de J. regia a 200 mg, conforme mostra a figura 14. As concentrac6es de
100 mg e 50 mg proporcionaram reducédo da viabilidade em 35,3% e 28,5%.
Nistatina teve percentual de reducdo de 36,4%. Os dois extratos obtiveram

reducdes com significancia estatistica (p<0.05), comparados ao grupo controle.

Figura 17 - Avaliacdo da atividade metabolica de Candida tropicalis tratado
com os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracoes

Candida tropicalis
MTT

Controle

PFA 200mg/mL
PFA 100mg/mL
PFA 50mg/mL

NIS

JUG 200mg/mL
JUG 100mg/mL
JUG 50mg/mL

P<0.05%

Percentual de redugao
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicolico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribui¢do normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Para C. dubliniensis apenas a concentracdo de 200 mg/mL do extrato de
P. paniculata resultou em uma reducdo com significancia estatistica (p<0.05),
com 14,5% de reduc@o do metabolismo do fungo. O extrato nas concentracdes
de 100 mg e 50 mg, reduziram a viabilidade em 6,6% e 6,9% respectivamente,
as duas concentracdes ndo obtiveram reducdo com significAncia estatistica
(p<0.05%).

C. dublinienesis teve sua atividade metabolica reduzida em 18,0% com
200 mg do extrato de J. regia, 100 mg reduziu 11,8% e 19,2% foi a reducéo
promovida por 50 mg. Apenas a concentracdo de 100 mg de J. regia ndo causou
reducdo com significancia estatistica (p<0.05), comparados ao grupo controle.

Os valores estéo indicados na figura 18.

Figura 18 - Avaliacdo da atividade metabolica de Candida dubliniensis tratado
com os extratos glicolicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentrac6es

Candida dubliniensis
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Com 55,9% de reducéo, o grupo de 200 mg do extrato de P. paniculata
obteve a maior reducdo com significancia estatistica (p<0.05). Os demais grupos
apresentaram 30,2% com 100 mg e 50 mg ocasionou 18,6% de redugédo do
metabolismo de C. guilhermondii. Todas as concentrac¢des apresentaram reducao
com diferenca estatistica (p<0.05%) comparados ao grupo controle.

Candida guilhermondii apresentou 51,3% de reducdo em sua atividade
metabdlica com a maior concentragdo do extrato, 200 mg. Cem (100) mg
promoveu a diminuicdo de 30,7% e 50 mg diminui 19,4%. Nistatina apresentou
percentual de reducdo de 40,6% e todos os grupos demonstraram reducao com

significancia estatistica (p<0.05) com relagdo ao grupo controle.

Figura 19 - Avaliacdo da atividade metabolica de Candida guilhermondii tratado
com os extratos glicélicos de Pfaffia paniculata e Juglans regia por 5 min, nas
diferentes concentracGes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia;
NIS — Nistatina. Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo
teste de Tukey (p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.2 Citotoxicidade dos principios ativos

4.2.1 Avaliacao da Citotoxicidade pelo teste de MTT

Os extratos de P. paniculata e J. regia ndo demonstraram acao citotoxica
em células da linhagem FMM-1 (Fibroblastos gengivais humanos),
considerando toxicidade celular os resultados abaixo do limiar de 50% de
viabilidade. Com 5 min de aplicacédo, a concentracdo de 200 mg do extrato de P.
paniculata resultou em 59,6% de células viaveis, 100 mg obteve 63,1% e 50 mg
do extrato resultou em 65,8% da viabilidade dos fibroblastos. O extrato de J.
regia obteve 85,1% de viabilidade com a exposi¢do de 200 mg do extrato por 5
min, j& 100 mg obteve 75,9% da viabilidade e 50 mg obteve 70,4%. Os valores
podem ser observados na Figura 20.

Todos os grupos testes obtiveram reducédo estatisticamente significante

(p<0.05%) em relagédo ao grupo controle.



56
Figura 20 - Avaliacdo da viabilidade de fibroblastos gengivais humanos (FMM-

1) pelo teste de MTT apds exposicdo por 5 min aos extratos de P. paniculata e J.
regia em diferentes concentracoes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia.
Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey
(p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2.2 Avaliacao da Citotoxicidade pelo teste do Cristal Violeta

Apos a aplicacdo do extrato de P. paniculata na concentracdo de 200 mg
resultou na viabilidade de 50,6% dos fibroblastos, 100 mg do extrato resultou
em 52,7% e a concentracdo de 50 mg resultou em 64,2% da viabilidade celular.
O extrato de J. regia na concentracdo de 200 mg resultou em 71,5%, 100 mg
resultou em 63,5% e 50 mg resultou em 52,9% de viabilidade celular. Os valores
obtidos pelos grupos testes obtiveram reducdo estatisticamente significante

(p<0.05%) comparados ao grupo controle e podem ser observados na figura 21.
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Figura 21 - Avaliacdo da viabilidade de fibroblastos gengivais humanos (FMM-

1) pelo teste de cristal violeta ap6s exposi¢cdo por 5 min aos extratos de P.
paniculata e J. regia em diferentes concentragoes
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Legenda: PFA — Extrato glicdlico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia.
Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey
(p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.2.3 Avaliacéo da Citotoxicidade pelo teste do Vermelho neutro

Atraves da atividade lisossomal da célula, a aplicacdo dos extratos de P.
paniculata e J. regia ndo demostrou citotoxocidade, considerando toxicidade
valores abaixo de 50% de viabilidade celular. Apos aplicacdo do extrato de P.
paniculata na concentracdo de 200 mg a viabilidade celular resultou em 55,2%,
100 mg resultou em 54,9% e 50 mg do extrato resultou em 63,5% de
viabilidade.

Apobs a aplicacdo do extrato de J. regia com 200 mg/mL, por 5 min, a

viabilidade celular se manteve em 68,6%, 100 mg resultou em 63,6% e 50 mg
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resultou em 60,3% da viabilidade celular. Os valores obtidos pelos grupos testes
obtiveram reducdo estatisticamente significante (p<0.05%) comparados ao

grupo controle. Os valores podem ser observados na Figura 22.

Figura 22 - Avaliacdo da viabilidade de fibroblastos gengivais humanos (FMM-
1) pelo teste de vermelho neutro apos exposi¢do por 5 min aos extratos de
Pfaffia paniculata e Juglans regia em diferentes concentragdes
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Legenda: PFA — Extrato glicélico de Pfaffia paniculata; JUG — Extrato glicélico de Juglans regia.
Dados com distribuicdo normal analisados pelo teste ANOVA suplementado pelo teste de Tukey
(p<0.05%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5 DISCUSSAO

Os resultados entre os testes de MTT e biomassa (CV) demostraram um
grande potencial antimicrobiano de P. paniculata e Juglans regia, com destaque
aos efeitos sobre fungos, que se mostraram mais sensiveis a aplicacdo dos
extratos.

Inicialmente analisando os grupos controle de crescimento, foi possivel
notar que as algumas espécies de Candida apresentavam maiores indices de
biomassa (CV), outras apresentavam altos indices de atividade metabdlica
(MTT).

Neste estudo os biofilmes de C. krusei e C. dublinienesis demostraram
maior producdo de biomassa, porém esse resultado difere do encontrado por
Marcos-Zambrano et al. (2014), onde a compracdo entre o teste de XTT e
biomassa (CV) apontaram que as espécies C. tropicalis e C. albicans
apresentavam maior biomassa. Para C. glabrata os resultados entre os estudos
foram semelhantes, onde foi indicado que a espécie possui uma maior atividade
metabdlica do que um biofilme denso.

Reforcando os resultados deste estudo, Costa AC et al. (2013) também
apontam que nos testes de biomassa, 0 biofilme de C. glabrata apresenta uma
menor densidade comparado a outras espécies de Candida, isso se deve a
composicdo do biofilme da espécie que conta apenas com as células da levedura
e a matriz polimérica, sem a presenca de hifas ou pseudohifas.

Os estudos que avaliam a acdo antimicrobiana de P. paniculata sdo
escassos, sendo este estudo pioneiro na avaliagdo da acdo antimicrobiana do
extrato glicolico desta raiz.

Comparando os dados obtidos neste estudo, C. albicans, C. glabrata, C.

tropicalis e C. guilhermondii obtiveram maiores reducdes no teste de atividade
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metabolica. Em contrapartida os resultados com C. krusei demostraram que o
extrato causou maior reducdo na biomassa da espécie.

C. dubliniensis demostrou um resultado variavel na comparacao entre 0s
testes (CV x MTT) conforme a concentragcdo do extrato. As concentracOes de
200 mg e 100 mg demostraram maior acdo na biomassa da espécie porem a
concentracdo de 50 mg mostrou maior acdo sobre a atividade enzimatica do
micro-organismo com maior redugdo no metabolismo celular.

Para a especie C. krusei a menor concentracéo testada do extrato (50 mg)
foi capaz de promover maior agéo, tanto no teste de atividade metabolica como
no teste de avaliagdo da biomassa.

Uma das possiveis hipoteses para esta acdo do extrato sobre a célula do
fungo esta relacionado ao principal constituinte de P. paniculta. A raiz possui
uma grande gama de saponinas denominadas pfafosideos, sdo 6 tipos
classificados em grupos (A,B,C,D,E e F) que foram identificados por varios
autores.

As saponinas (glicosideos) sao triterpenos glicosilados, essa glicosilacdo
geralmente é composta por 5 moléculas de agucares, essas cadeias de agucares
sdo capazes de interagir com esterois presentes na membrana celular dos fungos,
a interacdo saponina — ester6is promove rearranjos na estrutura do fungo
modificando a permeabilidade dessa estrutura (Morrissey, Osbourn, 1999, Pham
et al., 2015; Costa Ca et al., 2015; Coélho et al., 2016, Silva et al., 2015). Mais
recentemente Pham et al. (2015) também avaliaram a acdo biologica de
monoterpenos sobre a bicamada lipidica, concluindo que essas moléculas
possuem a capacidade de alterar a fluidez e o carreamento de substancias atraves
da bicamada lipidica.

Comparando os dados indicados por Morrissey e Osbourn (1999) e
Pham et al. (2015), a respeito das saponinas, com os resultados antimicrobianos

obtidos por este estudo, as moléculas de pfafosideos parecem ter mais efeitos
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sobre células fungicas do que bacterianas, isso leva a crer que a interacdo
saponina — esterdis deve estar mais ligada ao ergosterol, esterol presente nas
membrana de fungos, do que ao colesterol, esterol presente na membrana de
bactérias.

Outro ponto importante que deve ser explorado a respeito das saponinas
(pfafosideos) deve-se ao fato da difusdo desta molécula sobre o biofilme das
espécies de Candida, os resultados antimicrobianos deste estudo se mostraram
muito importantes, devido a grande reducdo de biofilmes apés aplicacdo dos
extratos. As saponinas portanto parecem possuir um bom poder de difusdo ja
que as diferentes espécies de Candida possuem biofilmes muito estruturados e
por vezes densos. Essa acdo pode estar ligada aos componentes dos biofilmes de
Candida, Costa AC et al. (2013) indicou que a matriz do biofilme de C. albicans
é composta por 39,6% de carboidratos, ja C. tropicalis possui uma matriz 27,4%
de hexosamina. Araujo e colaboradores (2017) apontaram que os biofilmes de
C. tropicalis e C. glabrata também possuem carboidratos em sua composicéo.
Devido a estes apontamnetos, o poder de permeabilidade da saponina deve estar
ligado ao fato dos biofilmes de Candida spp requererem grandes niveis de
acucares em sua composicdo e as saponinas, por ser um glisosideo, possuem
acucares em sua constituicdo sendo sua difusdo facilitada pelo biofilme.

Os resultados obtidos com bactérias ndo foram tdo promissores. No teste
de microdiluicdo o extrato de P. paniculata demostrou acdo em apenas duas das
cinco bactérias testadas, sendo elas P. aeruginosa e S. mutans. Os testes em
biofilmes indicaram que a atividade metabolica de P. aeruginosa foi mais
afetado do que a biomassa da mesma, sendo sua viabilidade reduzida em 33,8%.
Ja S. mutans obteve reducdo de 15,4% em sua viabilidade porém a diferenca
entre os danos causados a viabilidade do micro-organismo ou a biomassa sao

indiferentes, sendo a reducdo da biomassa de 15,6%.
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Como a atuacdo das saponinas estd mais relacionada aos componentes da
membrana celular de fungos (estérois), muito provavelmente ao ergosterol, elas
ndo apresentam efeitos sobre bactérias ja que as mesmas ndo possuem esses
constituintes. Portanto, o efeito do extrato de P. paniculata sobre S. mutans e
P.aeruginosa deve estar relacionado a outras moléculas constituintes do extrato
em menor quantidade. Dentre as moléculas estdo a alantoina, sitosterol,
polifendis e B-ecdisterona. Alguns polifenois como a vitamina E (alfa tocoferol)
possuem acao antimicrobiana, apesar de pouco elucidada sua exata acdo; parece
ocasionar danos a membrana celular, degradacdo de enzimas e bloqueio da
sintese de ATPs. Os outros compostos foram descritos na literatura com efeitos
anti-oxidantes e anti-inflamatorios (Rauha et al., 2000; Sanchez et al., 2010;
Joshan et al., 2013; Altemimi et al., 2015).

Os testes que avaliam a toxicidade do extrato de Pfaffia paniculata
através da avaliacdo de estruturas celulares, atividade metabolica ou mesmo
teste de dose letal séo escassos; muitos estudos partem do conhecimento popular
e avaliam apenas o efeito anti-inflamatorio do extrato.

O presente estudo avaliou a acdo do extrato glicolico de P. paniculata
sobre células da linhagem FMM -1, onde as concentrac6es de 200 mg, 100 mg e
50 mg se mostramram toxicas, com valores de viabilidade celular abaixo de
70%.

Os testes colorimétricos de Cristal violeta, MTT e Vermelho neutro
aplicados na linhagem FMM-1 mostraram resultados coesos, ndo demostrando
que nenhuma organela ou mesmo o DNA tenha sofrido maior dano causado pelo
extrato; todas se mantiveram em um mesmo perfil de reducdo. Os valores de
reducdo de viabilidade versus a concentracdo do extrato se mantiveram em
valores esperados, sendo a maior concentracdo do extrato mais tdxica a célula.

Apesar dos resultados in vitro do presente trabalho, mostrarem que os

componentes do extrato apresentaram toxicidade nas concentracOes testadas, a
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aplicacdo do mesmo ja parece ser bem disseminada pela comunidade cientifica e
também pelo uso popular.

A média obtida entre os trés testes de viabilidade celular em FMM-1
indicaram que apds o contato com a concentracdo de 200 mg do extrato a
viabilidade celular se manteve em 55,1%, 100 mg obteve viabilidade de 56,9% e
50 mg de 65,5%. Estes resultados foram considerados toxicos segundo as
diretrizes de toxicidade, porem Mozar et al. (2015) verificaram que quando
aplicado em hemacias o extrato ndo causou nenhum maleficio. Os pesquisadores
indicaram que o extrato foi capaz de aumentar a vida util de células com
deformidades estruturais, como exemplo as células falcémicas.

Eberlin et al. (2009) utilizaram em 21 pacientes um dermocosmético, a
base de P. paniculata e outras duas plantas (Ptychopetalum olacoides B.e Lilium
candidum L) para avaliar a capacidade do mesmo em reduzir manchas escuras
ao redor dos olhos. O cosmético se mostrou eficaz em 90% dos casos e nédo
causou nenhuma reacdo adversa em qualquer paciente, contrapondo, mais uma
vez, os resultados de toxicidade deste estudo.

Considerando os dados expostos acima em conjunto aos resultados
antimicrobianos e citotoxicos obtidos no presente estudo, o extrato glicolico de
P. paniculata demostrou possuir uma ac¢do antimicrobiana eficaz a algumas
espécies testadas. No entanto o extrato se mostraram toxicos seguindo as novas
diretrizes de toxicidade, contudo had muitos pontos a se confrontar, inclusive a
relacdo entre testes in vitro e in vivo. O importante a se salientar € que o0s
resultados antimicrobianos demostraram uma importante acdo antifungica do
extrato de P. paniculata, sendo de grande valia para o desenvolvimento de um
novo farmaco.

O presente estudo verificou que o extrato de J. regia demostrou
importante acdo antimicrobiana dentre as cepas de micro-organismos testadas. O

extrato se mostrou mais eficaz no combate a fungos, segundo o0s testes
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realizados em biofilme. Comparando os resultados do teste de CV e MTT entre
os fungos, foi observado que C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C.
guilhermondii obtiveram maior dano em sua atividade metabolica, indicando
que o extrato causou danos ao arsenal de enzimas dos microorganismos ou
mesmo as estruturas que as produzem.

Diferentemente das outras espécies C. krusei e C. dublinienesis
demostraram maior reducdo da biomassa apds a aplicacdo do extrato,
demostrando que o0 extrato parece possuir mais acdo sobre a matriz
polissacaridica do seu biofilme do que a sua estrutura celular propriamente dita.

Dentre as cinco bactérias testadas apenas P. aeruginosa se mostrou
sensivel a aplicacdo do extrato. Curiosamente a concentragdo do extrato mostrou
interferir no local de agdo do extrato e no potencial de redugdo. A concentragao
de 200 mg do extrato de J. regia causou maiores danos a viabilidade celular da
bactéria, entretanto as concentracdes de 100 mg e 50 mg causaram maiores
danos a biomassa de P. aeruginosa. 1sso sugere que a substancia responsavel por
causar danos a estrutura do fungo se perde apos a dilui¢do do extrato, passando
outros componentes a interagirem em outros sitios da bactéria.

Apesar dos pequeno potencial antibacteriano demostrado neste estudo,
muitos dos trabalhos envolvendo o extrato de J. regia avaliam sua acédo sobre
bacteérias.

Nostro et al. (2016) avaliaram a acdo antimicrobiana da folha de J.
regia., através do teste de disco difusdo em agar. Os pesquisadores obtiveram
CIM com 5000 pg/mL (5 mg/mL) com o extrato metandlico para P. aeruginosa
(ATCC 9027) e 2500 pg/mL (2,5 mg/mL) para S. aureus (ATCC 6538P). Os
valores divergem dos resultados encontrados no presente estudo onde P.
aeruginosa obteve CIM com 25 mg e S. aureus apresentou CIM com 50 mg.

Em relacdo a CMM, Nostro et al. (2016) néo identificaram valores frente

as duas bactérias, sendo a concentracdo maxima testada de 5000 pg/mL (5
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mg/mL). J& o presente estudo verificou CMM para P. aeruginosa com 50 mg do
extrato. Para S. aureus ndo foram encontrados valores de CMM. E importante
ressaltar que as cepas de referéncia (ATCC) utilizadas divergem entre os
estudos, portanto as caracteristicas moleculares e padrdes de referéncia sao
diferentes. Outro ponto a se ressaltar esta no tipo de extrato utilizado, o presente
estudo utilizou extratos glicolicos de J. regia enquanto Nostro et al. (2016)
utilizaram extratos metandlicos de J. regia. Como ja descrito em literatura o
método de extracdo e o tipo de eluente utilizado no extrato interferem
diretamente nas moléculas que o compde (Fernandez-Agullda et al., 2013).

Diferentemente deste estudo, Fernandez-Agullda et al. (2013) utilizaram
a casca da arvore de J. regia para produzir um extrato aquoso. Com a técnica de
disco difusdo em agar, a CIM foi obtida com 50 mg/mL, para S. aureus
promovendo um halo de inibicdo com 3 a 5 mm. J& para P. aeruginosa néo foi
determinada uma concentracdo capaz de inibir seu crescimento. O resultado de
CIM para S. aureus é semelhante ao encontrado no presente trabalho, a
divergéncia de resultados foi para P. aeruginosa, uma vez que neste estudo foi
encontrada CIM com 25 mg do extrato glicolico.

Farooqui et al. (2015) utilizaram cepas clinicas multirresistentes para
testar o extrato aquoso e etandlico da casca da arvore de J. Regia. Os teste foram
realizados com treze espécies bacterianas: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Micrococcus, Escherichia coli, Salmonella entérica, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumonie, Shigella
species, Enterobacter cloacae, Pasteurella multocida, Helicobacter pylori e
Campylobacter jejuni. Para P. aeruginosa a CIM e CMM com os dois tipos de
extrato ndo foram determinados até a concentracdo de 5mg/mL. Apesar dos
diferentes tipos de extrato, os valores obtidos indicam similaridade com o
presente estudo, pois foi necessario uma concentracdo mais alta para inibicdo

dessa espécie.
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Duas cepas de S. aureus, com diferentes padrbes de resisténcia a
antimicrobianos também foram testados, os resultados indicaram para a cepa
resistente a meticilina (MRSA) CIM com 0,31 mg/ml e CMM com 0,6 mg/mL.
Ja a cepa Pan susceptivel obteve CIM com 1,25 mg/mL e CMM com 2,5 mg/mL
com o extrato aquoso. Neste estudo a cepa ATCC de S. aureus demostrou-se
CIM com 50 mg do extrato glicélico de J. regia, porém nao foram obtidos
valores de CMM.

O extrato metandlico resultou em valores diferentes; a cepa MRSA
obteve CIM com 0,31 mg/mL e CMM com 1,06 mg/mL e a cepa Pan
susceptivel obteve CIM com 0,53 mg/mL e CMM com 1,06 mg/mL. Valores
também divergentes do presente estudo, apesar da comparagdo de um resultado
ser semelhante a este trabalho as diferencas se destacam, fortalecendo mais a
hipdtese da relacdo entre 0os compostos e 0 método de extracdo. Vale ressaltar
também que os testes empregados para determinar os valores de CIM e CMM
também sdo diferentes ja que Farooqui e colaboradores utilizaram o teste de
disco-difusdo em &gar e neste estudo foi aplicado o teste de microdiluicdo em
caldo.

Com base na constituicdo molecular de J. regia alguns efeitos biologicos
podem ser explicados. Rauha et al. (2000) verificaram os efeitos
antimicrobianos de flavonoides e polifendis derivados de diversos extratos
naturais. Os compostos polifendlicos e flavondides demostraram acéo
antifangica com a inibicdo do crescimento de C. albicans. Isso pode explicar a
atividade antifangica demonstrada pelo extrato de J. regia no presente estudo, ja
que Juglans regia possui uma grande diversidade de polifendis e flavonoides
(C-glicosideo, quercitina) (Farooqui et al., 2015; Panth et al., 2016). e quando
aplicado o extrato sobre cepas de Candida spp. (C. albicans , C. glabrata, C.
tropicalis e C. guilhermondii) os mesmos sofreram grandes danos em sua

estrutura celular, indicado pelo teste de MTT.
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Na busca por elucidar melhor esse mecanismo de acdo Sanchez e
colaboradores (2010) creditaram a alguns tipos de flavonoides a capacidade de
penetrar a membrana celular de micro-organismos, provocando danos a
membrana celular além de alteracdo no pH interno e bloqueio da sintese de ATP
(Adenosina trifosfato) no micro-organismo, comprovando mais uma vez oS
efeitos antimicrobianos encontrados no presente estudo.

As quinonas ou naftoquinonas presentes na constituicdo de J. regia
também tem ganho destaque por seus efeitos biologicos, em destaque a molécula
juglona (juglone).

Wang et al. (2016) utilizando a cepa ATCC 6538 de S. aureus verificou
que proteinas estruturais da bactéria sofreram uma queda em sua expressao apos
aplicacdo da molécula juglona isolada. Dentre as proteinas que obtiveram sua
expressao reduzida estdo as ribossomicas (133, 114 e 136) interligadas ao
processo de transcri¢do; proteinas de reparo celular; proteinas envolvidas na
sinstese de serinas; proteinas envolvidas na glicosilacdo (N-acetiltranferases e
N-acetilmuramico-alanina-amidase). Em conclusdo, os autores creditaram a
juglona a capacidade de interferir no processo de oxidacdo da célula do micro-
organismo, diminuindo suas enzimas de combate a oxirreducdo, além de afetar
as proteinas de membrana e parede celular.

Apesar dos beneficios descritos por Wang et al. (2016), o presente
estudo ndo identificou um grande potencial do extrato de J. regia sobre a cepa
ATCC 6538 de S. aureus, obtendo apenas CIM com 100 mg/mL do extrato
glicolico. Porém é importante destacar que Wang e colaboradores utilizaram a
molécula de juglona isolada, podendo usufruir de uma concentra¢do muito mais
elevada do que a encontrada no extrato.

Apesar do importante efeito antimicrobiano demostrado por Juglans
regia, poucos sao os trabalhos que avaliam a toxicidade do extrato aplicado em

células normais. Muitas pesquisas relacionam a capacidade de componentes do
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extrato em combater células cancerigenas, alguns ja relacionam sua aplicacdo
direta em pacientes, ndo resultando em relatos de toxicidade ou efeitos nocivos.

No presente estudo, a avaliacdo de J. regia sobre fibrobasltos gengivais
humanos resultou em alguns valores toxicos, segundo a nova diretriz de
toxicidade. O teste de MTT indicou toxicidade celular apenas com a
concentracdo de 200 mg do extrato, com a viabilidade de FMM 1 em 59,1%.

Ja os testes de Vermelho neutro (VN) e Cristal violeta (CV)
demostraram resultados curiosos, a viabilidade dos fibroblastos gengivais foi
mais alterada a medida que a concentracdo do extrato diminuia. Os testes
indicaram uma menor atividade lisossomal da célula e também uma menor
concentracdo de acidos desoxirribonucléicos apos aplicacdo do extrato.
Considerando estes testes a concentracdo de 200 mg do extrato de J. regia ndo
obteve citotoxicidade com média de 70% de viabilidade celular, j& as
concentracdes de 100 mg e 50 mg do extrato foi capaz de reduzir a viabilidade
de FMM-1 abaixo do limiar de toxicidade.

Em contrapartida aos resultados obtidos por este estudo, com reducdo da
viabilidade de FMM -1 em 55,1% com 200 mg do extrato glicolico, Rywaniak
et al. (2015) avaliaram o potencial antiplaquetario do extrato polifendlico de J.
regia. O extrato ndo demostrou acéo tdxica sobre células sanguineas.

O extrato também ndo demostrou toxicidade ao ser aplicado diretamente
em humanos, onde Hosseine et al. (2014) avaliaram sua aplicacdo em pacientes
diabéticos, em esquema duplo cego. Os pesquisadores concluiram que a
administracdo do extrato (100 mg/kg do paciente), duas vezes ao dia, por 3
meses, resultou em queda das taxas da glicemia de jejum (Gli), reduziu os
valores de hemoglobina glicada (HbAlc), além de reduzir os valores de
colesterol e triacilglicerol sem causar efeitos colaterais nos pacientes da

pesquisa. Os resultados obtidos por Hosseine et al., (2014) embasam mais uma
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vez a ndo toxicidade dos compostos de J. regia, contrapondo os resultados do
presente estudo.

Outro campo de avaliacdo de toxicidade do extrato de J. regia e seus
componentes envolvem sua aplicacdo em celulas neoplasicas. Zhang et al.
(2015) avaliaram os efeitos da juglona sobre 8 diferentes tipos de linhagens de
células tumorais, células da prostata (Colo-205, HCT-116, PC-3 e DU-145),
células da mama (T47D),células tumorais da pele (A-431) e por fim células
tumorais do pulmédo (NCI-H322 e A549). A molécula demostrou efeito
antitumoral, sendo citotoxica a todas as linhagens testadas, porem demostrou
maior acdo em celulas tumorais do pulmdo. Apesar da diferenca entre as
linhagens e tipos de célula, o conceito de toxicidade se assemelha ao presente
estudo, que apresentou reducdo de 40,4% de FMM-1 (fibroblastos gengivais
humanos) com 200 mg do extrato de J. regia.

Apesar das células cancerigenas demostrarem muitas diferencas em
relacdo a alteracdes em proteinas e receptores, a toxicidade que o extrato
demostra se assemelha a alguns valores encontrados pelo presente estudo.
Entretanto, um estudo feito por Ji et al. (2016) elucidou uma pouco mais a
atuacdo dos componentes de J. regia sobre células. As moléculas de J. regia sdo
capazes de produzir maiores danos as celulas neoplasicas devido a sua acédo
sobre genes relacionados a neoplasias, diminuindo a expressao de genes como 0
BCI-2, além de causar o aumento significativo de oxigénios reativos intracelular,
e ativacdo da caspase 3 (apoptose celular).

Os mecanismos que envolvem a toxicidade dos compostos de J. regia
ainda ndo sdo bem esclarecidos, sendo necessario mais estudos que avaliem sua
acdo, porém sao observados na literatura estudos que aplicam diretamente o
extrato de J. regia em humanos, tornando sua toxicidade algo muito discutivel.
O presente estudo indicou que a toxicidade do extrato de J. regia, aplicados na

linhagem FMM-1, variou conforme a concentracdo do mesmo. O presente
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estudo destaca também que o extrato de J. regia demostrou importante acao

antifangica.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que:

O extrato glicélico de P. paniculata possui atividade antifingica
aplicado em biofilmes monotipicos e suspensdes planctonicas de C. albicans, C.
glabrata, C. guilhermondii, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis. As culturas
planctonicas obtiveram CMM, em média, com 100 mg/mL do extrato. Ja os
testes de biomassa (CV) e atividade metabolica (MTT) indicaram que a maior
concentracdo do extrato (200 mg/mL) foi responsavel por causar as maiores
reducdes dos biofilmes, com reducdo média de 41,9%, apds 5 min de aplicacéo.

Foi verificada atividade antibacteriana do extrato de P. paniculata sobre
biofilmes monotipicos e suspensdes planctdnicas de S. mutans e P. aeruginosa.
O teste de microdiluicdo em caldo apontou CMM de 50 mg/mL para P.
aeruginosa e 100 mg/mL para S. mutans. Ja os biofilmes foram reduzidos em
média 34,2%.

O extrato de P. paniculata causou a reducdo da viabilidade celular, da
linhagem de fibroblastos gengivais humanos (FMM-1), sendo a maior
concetracdo do extrato (200 mg/mL) responsavel pelo maior valor de toxicidade,
reduzindo a viabilidade das células a 55,2%.

O extrato glicélico de J. regia demostrou atividade antifingica, aplicado
em biofilmes monotipicos e suspensdes plancténicas de C. albicans, C.
glabrata, C. guilnermondii, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis. Sendo que
a morte da suspenséo planctonica foi obtida, em média, com a concetracéo de 25
mg/mL. Ja os testes em biofilme indicaram reducdo média de 33,3%, com 200
mg/mL do extrato.

O extrato de J. regia demostrou atividade antibacteriana em biofilmes

monotipicos e suspensdes planctdnicas de P. aeruginosa. Os testes indicaram
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valor de CMM com 50 mg/mL do extrato e reducdo do biofilme em 23,3%, ap6s
aplicacdo de 200 mg/mL do extrato.

O extrato de J. regia apresentou toxicidade celular aplicado em
fibroblastos gengivais (FMM-1), com reducdo da viabilidade celular a 61,2%,

apos a aplicagcdo de 50 mg/mL do extrato.
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ANEXO A — Laudo Teécnico do extrato glicolico de Pfaffia paniculata

disponivel em: http://www.mapric.com.br/anexos/Boletim830_11082014-
11h36.pdf
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EXTRATO GLICOLICO DE PFAFFIA (HG)

Nome Cientifico: Pfaffia paniculata Kuntze / Amaranthaceae

INCI: Pfaffia Paniculata Extract

N° CAS: 57-55-6; 64-17-5; 7732-18-5; 26172-55-4/2682-20-4; 99-76-3
Parte Utilizada: Raiz

Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

Saponinas; oligoelementos; &cido pfafico; fasfosideos; alantoina; esterdides; compostos
triterpénicos; fitosterdis; aminoacidos; mucilagem; sais minerais (P, Ca e K); alantoina;
vitaminas A, B, D, E e F.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS:

O Extrato Glicolico de Pfaffia tem acdo: tonificante; cicatrizante; antiinflamatoria;
refrescante; estimulante celular; restauradora de tecidos; hidratante; nutritiva.

Poderd ser incorporado em cremes, logbes cremosas, hidroalcoolicas ou tonicas, em
shampoos, condicionadores, géis, cremes para banho, mascaras faciais, sabonetes, produtos
pos-sol, pds-barba e outros produtos cosméticos. Indicado somente para uso externo em
concentracédo de até 10%.

Atencdo: O Extrato Glicdlico de Pfaffia deve ser adicionado no final da preparacdo
cosmética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.
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ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar
direta e do calor. Prazo de validade: 36 meses a partir da data de
fabricacéo.

Obs.:
» Podera ocorrer formacdo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem
alterar as propriedades.

» Alteracdes da cor sdo esperadas por modificacbes dos compostos coloridos das
plantas.
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ANEXO B — Laudo Técnico do extrato glicolico de Juglans regia L
disponivel em: http://www.mapric.com.br/anexos/Boletim827_11082014-
11h19.pdf
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EXTRATO GLICOLICO DE NOGUEIRA

Nome Cientifico: Juglans regia L. / Juglandaceae
INCI: Juglans Regia Leaf Extract

N° CAS: 84012-43-1

Parte Utilizada: Folha

Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

A folha da nogueira contém: tanino (3 a 4%), flavonoides (quercitina), 6leos essencial,
naftoquinonas (juglona, alfa e beta-hidroxigquinona, entre outras).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicolico de Nogueira HG tem agéo antifungica, levemente anti-séptica, vesicatoria
e queratinizante (causa coloragédo a pele), adstringente e cicatrizante. Indicado como auxiliar
para tratamento da caspa e seborréia, antiqueda de cabelo, como tintura para escurecer cabelos
brancos e como auxiliar na foto-protecdo. Usado também no tratamento das afec¢fes cuténeas
como eczemas, acne, dermatites e danos causados pelo frio. Podera ser utilizado em: cremes,
locBes cremosas, hidroalcodlicas ou tdnicas, em shampoos, géis, méscaras faciais, produtos
pos-sol e outros produtos cosméticos. Indicado somente para uso externo em concentracoes
de até 10%.

Atencéao: O Extrato Glicolico de Nogueira HG deve ser adicionado no final da preparagédo
cosmética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.
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ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do
calor. Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacéo.

Obs.:

1 Podera ocorrer formagdo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem
alterar as propriedades.

1 Alteragdes da cor sdo esperadas por modificacbes dos compostos coloridos das
plantas.
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