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RESUMO

A microbiota da pele humana é composta por uma grande variedade de microrganismos que
atuam de forma simbiética e trazem beneficios para o ser humano, quando em equilibrio,
contribuindo inclusive para a imunidade local. Esta é Unica em cada individuo, podendo ser
influenciada pela idade, tipo de pele, local do corpo em que se encontra, local de residéncia,
hidratagdo, pH da pele, sexo, entre outros. E evidente a crescente preocupacdo das pessoas
acerca dos cuidados com a pele e também com o uso de produtos cosméticos que apresentam
grandes quantidades de conservantes e tensoativos, que podem prejudicar esta microbiota.
Com o objetivo de amenizar estes danos, surgiram os produtos com apelo prebiético. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o extrato etandlico bruto extraido do fruto maduro da
Annona crassiflora e das folhas da Mangifera indica em uma formulacdo topica, direcionado
para aplicacdo na pele da face, através de uma avaliacdo fitoquimica onde foram
quantificados compostos fendlicos, flavonoides e taninos totais; microbioldgica qualitativa,
CIM e CBM e avaliagdo da propriedade prebidtica; citotoxicidade em fibroblastos murinos
(L929) e avaliacdo da estabilidade da formulacdo. Foi possivel observar alteracbes
relacionadas aos extratos na populacdo bacteriana avaliada e desenvolver o cosmético para a

pele da face.

Palavras-chave: Microbiota, cosmético prebidtico, Mangifera indica, Annona crassiflora



ABSTRACT

The human skin microbiota is composed of a wide variety of microorganisms acting in a
symbiotic way and bring benefits to human being, when in its balance, even contributing to
local immunity. It is unique in each individual, and can be influenced by age, skin type, body
location, place of residence, hydration, skin pH, sex, among others. It is evident people’s
growing concern about skin care and also with the use of cosmetic products that have large
amounts of preservatives and surfactants, which can harm the microbiota. With the objective
of mitigating these damages, products with prebiotic appeal appeared. In this way, the
objective of this work was to evaluate the crude ethanol extract extracted from the ripe fruit of
Annona crassiflora and the leaves of Mangifera indica in a topical formulation, intended for
application on the skin of the face, through a phytochemical evaluation where total phenolic
compounds, total flavonoids and total tannins; qualitative microbiology, MIC and MBC and
evaluation of prebiotic property; cytotoxicity in murine fibroblasts (L929) and evaluation of
formulation stability. It was possible to observe changes related to the extracts in the bacterial

population evaluated and to develop the cosmetic for the skin of the face.

Keywords: Microbiota, prebiotic cosmetic, Mangifera indica, Annona crassiflora
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1 INTRODUCAO

A pele é o maior e mais exposto o0rgdao do corpo e seu sistema microbioldgico é
facilmente influenciado por fatores internos e externos. Em individuos de microbiota
saudavel, ha um balanco entre os microrganismos patogénicos e ndo patogénicos, diferente de
um quadro de disbiose onde o desequilibrio pode levar ao aumento ou presenca das doencas
de pele (CATINEAN et al., 2019).

A microbiota da pele é uma camada de microrganismos biologicamente ativos
localizada acima do estrato corneo, possui importancia tanto na salde da pele quanto na salde
do individuo no geral, atuando como a primeira barreira contra agentes externos, seja
patégenos ou toxinas (LEHTIMAKI et al., 2017; PRESCOTT et al., 2017). E capaz de
modular a imunidade local a medida que estes microrganismos interagem entre si e com 0
hospedeiro, mantendo a integridade da pele (CHEN et al, 2018; LEHTIMAKI et al, 2017;
PRESCOTT et al, 2017).

Ao longo de todo o tecido cutaneo ha variagdes em quantidades de foliculo piloso,
glandulas sebaceas e oleosidade, criando microambientes diferentes na pele (CHEN et al,
2018). Também, algumas particularidades individuais como umidade da pele, temperatura e
pH (SCHOMMER; GALLO, 2013) tornam a microbiota da pele individual em cada pessoa,
se apresentando de forma heterogénea e podendo se alterar de acordo com a area do corpo
analisada (PRESCOTT et al., 2017).

A interacdo microrganismo-microrganismo ocorre de forma comensal e mutualistica
sendo mais prevalentes as bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinobacteria (GRICE et al., 2008). Pertencentes a estes filos, as bactérias mais prevalentes
sdo dos géneros Staphylococcus, Propionibacterium, Corynobacterium (BYRD; BELKAID;
SEGRE, 2018) e Pseudomonas (GRICE et al, 2008). Assim, a presenca de bactérias como
Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,  Propionibacterium  acne,
Corynobacterium striatum e Pseudomonas aeruginosa influenciam ativamente no equilibrio
da microbiota cutanea, influenciando no comensalismo e no aparecimento de patologias
(CHEN et al, 2018; PRESCOTT et al, 2017).

Algumas espécies presentes na microbiota cutanea sdo patogénicas e contribuem, para
0 aparecimento e/ou desenvolvimento de dermatite atdpica (NAKATSUJI et al., 2017;
YAMAZAKI; NAKAMURA; NUNEZ, 2017), acne (DAGNELIE et al., 2019; MURILLO;
RAOULT, 2013; ROCHA; BAGATIN, 2018) e infeccdo dérmica (GARCIA et al., 2018;
PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018; WU et al., 2011)
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Staphylococcus epidermides é comensal residente e, quando em equilibrio, é capaz de
eliminar bactérias patogénicas do sitio em que atua, porém pode ser patogénica oportunista
causando também infecgdes dérmicas (BRESCO et al., 2017).

O género Corynebacterum possui tanto bactérias residentes e benéficas quanto
bactérias patogénicas, entretanto a espécie citada possui papel importante no comensalismo,
sendo considerada benéfica (ERIN CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018).

Fatores internos como oleosidade e idade influenciam diretamente a dindmica dessa
populacdo (LEHTIMAKI et al., 2017), mas ainda existem importantes interferentes externos
como todo o meio ambiente onde vive, clima, ocupacdo e higiene do individuo
(CALLEWAERT; RAVARD HELFFER; LEBARON, 2020; CATINEAN et al., 2019).

Os produtos de higiene hoje em dia sdo de extrema importancia para a sociedade e
podem influenciar na microbiota da pele de forma mecénica ou quimica, através da acdo de
algum composto presente, interferindo no equilibrio e comensalismo de todo o ecossistema ali
presente (SFRISO; CLAYPOOL, 2020).

Desta forma se faz necessario 0 uso de substancias que retornem a microbiota cutanea
ao seu equilibrio e homeostasia, reestabelecendo o comensalismo e interacGes
microrganismos-hospedeiro benéficas, preferencialmente o uso de substancia natural, que
vem se valorizando dentro do mercado global de valor para cosméticos naturais, mostrando a
importancia da pesquisa de ativos naturais e sua introducdo no mercado (BERI, 2018).

O uso de substancias prebidticas estimula seletivamente a proliferacdo de bactérias
benéficas, contribuindo para a regulacdo da microbiota da pele, sendo usada tanto para
prevencdo quanto para tratamento de doencas dérmicas (LOLOU; PANAYIOTIDIS, 2019).
Assim, neste trabalho foram avaliados polifendis e oligossacarideos com potencial prebidtico
para a microbiota da pele, visto que ha estudos na literatura relatando o uso de ambas as
substancias com este objetivo (MARKOWIA & SLIZEWSKA, 2017; COMAN et al., 2017)

Este projeto se justifica com a necessidade do mercado em lancar cosméticos com um
novo conceito e apelo as propriedades prebioticas, e ainda, aliando esta necessidade a
tendéncia mundial de uso dos produtos naturais devido a preocupagdo com potenciais agentes
gue possam ser absorvidos pela pele sem causar danos a salde e ao meio ambiente quando
enxaguados.

Os polifendis sdo metabolitos secundarios presentes em algumas plantas e
extensamente usados em cosméticos, com propriedade antioxidante, anti-idade e
antimicrobiana (KORKINA; DE LUCA; PASTORE, 2012; RATZ-YKO et al., 2015) e os
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oligossacarideos sdo carboidratos de baixo peso molecular (PATEL; GOYAL, 2011) com
propriedades prebidticas benéficas para a microbiota da pele (HONG et al., 2020).

O uso do fruto maduro de Annona crassiflora se justifica por ser tipicamente brasileiro
e possuir oligossacarideo em sua composicdo (ARRUDA, HENRIQUE SILVANO;
PASTORE, 2019), substancia j& citada com potencial propriedade prebidtica (HONG et al.,
2020) e o uso da folha de Mangifera indica se justifica por ser uma espécie abundante no
brasil e possuir polifendis em sua composicao (SEVERI et al., 2009) com propriedade anti-
inflamatdria e antimicrobiana (KORKINA; DE LUCA; PASTORE, 2012; RATZ-YKO et al.,
2015).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial prebidtico dos extratos do fruto maduro de Annona crassiflora e
das folhas de Mangifera indica quando incorporados em um produto cosmético direcionado
para a microbiota da face.

2.2 Objetivos especificos

A. Realizar a caracterizacdo fitoquimica dos extratos do fruto maduro de Annona
crassiflora e das folhas da Mangifera indica.

B. Avaliar a capacidade de modulagéo da carga microbiana dos extratos do fruto maduro
de Annona crassiflora e das folhas da Mangifera indica.

C. Desenvolver uma formulacdo de produto cosmético com a incorporacdo dos extratos

de Annona crassiflora e Mangifera indica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A microbiota humana

Os seres humanos vivem em simbiose e comensalismo com diversas espécies de
microrganismos e estes colonizam diferentes partes do corpo como a cavidade oral, a pele, o
trato gastrintestinal, a vagina, dentre outros. Este conjunto de microrganismos forma a
microbiota humana (SCHWIERTZ; RUSCH, 2016).

Na microbiota podem ser encontrados virus, protozoarios, fungos, artropodes e, em
sua maioria, as bactérias, que se organizam em nichos de acordo com sitios mais adequados
para sua sobrevivéncia, levando em consideracdo o pH, temperatura, oleosidade, entre outros
fatores (GRICE et al., 2008; SCHWIERTZ; RUSCH, 2016).

Os microrganismos, quando em simbiose ou comensalismo, desempenham diferentes
fungBes no organismo humano como auxilio nutricional, metabolismo de moléculas, combate
de patdgenos e modulacdo do sistema imune e, quando em desequilibrio, podem facilmente
desencadear doencas (CONG; ZHANG, 2018).

Neste trabalho serdo colocadas em evidéncia a microbiota intestinal e a microbiota da
pele, devido a relacdo direta entre eles e com 0s objetivos do projeto. Estes assuntos serdo

abordados nas sec@es posteriores.

3.1.1 Microbiota intestinal

O desenvolvimento da microbiota intestinal tem inicio no momento do nascimento e
completa seu desenvolvimento por volta dos trés anos de idade, impactando na saude e
homeostase do individuo através de mecanismos como metabolismo de nutrientes e farmacos,
defesa contra patdgenos, producdo de suprimentos para células epiteliais, entre outros,
podendo ser alterada por fatores ambientais, pela dieta, uso de medicamentos e a regido em
que se encontra (TRINH et al., 2018; HARMSEN; GOFFAU, 2016; WILSON et al., 2020).

As diferentes regides do intestino apresentam diferentes comunidades de
microrganismos, alterando, além da localidade, sua variedade e densidade. Por sofrer maior
influéncia da dieta do individuo ao longo do dia, a microbiota presente no intestino delgado
sofre maiores variagdes do que a microbiota do intestino grosso, influenciando assim na sua
interacdo com o hospedeiro (AIDY; VAN DEN BOGERT; KLEEREBEZEM, 2015).

A diversificada microbiota intestinal ndo somente produz nutrientes e vitaminas que
sdo aproveitados pelos individuos, como também interagem com eles diretamente através de
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seu estado nutricional, metabdlico e de saude, levando a doengas como obesidade, cancer
colorretal, artrite reumatoide, dermatites e outras (CONG; ZHANG, 2018; MISCHKE;
PLOSCH, 2016).

Sua diversidade se apresenta nas 400 a 1500 espécies diferentes, presentes
principalmente no cdlon, sendo algumas ainda n&o identificadas pelo ser humano. Em maior
propor¢do, no intestino de adulto saudavel é possivel encontrar bactérias pertencentes aos
filos Bacteriodetes e Firmicutes, seguidos pelas bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria
e Proteobacteria (HARMSEN; GOFFAU, 2016).

A composi¢do da microbiota ndo é estavel ao longo da vida de um individuo, ela pode
sofrer variacGes de acordo com a idade, estado de saude, dieta, entre outros fatores. Uma
grande variacdo na populacdo microbiana, em qualidade ou quantidade, leva a um
desequilibrio no relacionamento microrganismos-hospedeiro, conhecido como disbiose, sendo
possivel evoluir para diferentes doengas e influenciar outras microbiotas, principalmente a
microbiota cutanea (DUDA-CHODAK et al., 2015).

Uma microbiota intestinal saudavel e funcional contribui para que o hospedeiro
mantenha sua homeostase, assim influenciando o funcionamento de todo o organismo,
inclusive das demais microbiotas como a oral e cutanea (TRINH et al., 2018). As microbiotas
intestinal e cutanea possuem ligacdo e interferéncia direta devido a sua participacdo no

mecanismo do eixo intestino-pele, assuntos que serdo abordados nas se¢fes seguintes.

3.1.2 Microbiota da pele

Os microrganismos estdo presentes nas camadas mais profundas da pele e, assim como
a microbiota intestinal, tem seu inicio no momento do nascimento, formando uma microbiota
Unica e diferente em cada individuo que, em sua maioria, sdo comensais e benéficas para o
hospedeiro (BERI, 2018; LEHTIMAKI et al., 2017; MAGUIRE; MAGUIRE, 2017).

Os filos mais presentes em uma microbiota cutanea saudavel sdo os Actinobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes e os géneros identificados sdo Corynebacterium,
Propionibacterium e Staphylococcus, apesar de esta camada ser bastante heterogénea entre as
regides do corpo e entre os individuos. Sua composi¢do pode se alterar de acordo com o sexo,
idade, area do corpo, etnia, ambiente externo como clima e polui¢do e interno como estresse,
dieta e higiene (CALLEJON et al., 2020; SCHOMMER; GALLO, 2013).

Regides como a face possuem alta densidade de glandulas sebéaceas e promovem o

crescimento de microrganismos lipofilicos como Propionibacterium e Malassezia. E, de
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forma diferente, em regiGes menos expostas como as axilas e entre os dedos do pé, onde ha
maior temperatura e componentes oleosos, € mais colonizado por Staphylococcus e
Corynebacterium (BOUSLIMANI et al., 2015).

As bactérias do género Corynebacterium estdo presentes em todos os sitios do corpo e
sdo um dos géneros responsaveis pelo comensalismo. Ainda que menos prevalentes, os virus,
fungos e parasitas também fazem parte da microbiota cutanea (CHEN et al, 2018; GRICE et
al, 2008; PRESCOTT et al, 2017).

Na pele, a camada de microrganismos faz a interface entre o 6rgdo e 0 meio externo
servindo como barreira fisica e contribuindo para a prote¢do do individuo. Por representar a
primeira linha de defesa da pele, a ocorréncia de uma disbiose pode resultar em infecgdes ou
doencas e, quando em seu estado fisiologico, é estabelecida uma harmonia entre o0s
microrganismos que compdem a microbiota e a comunicacdo com as células imunes de seu
hospedeiro (BERI, 2018; CALLEJON et al., 2020).

De acordo com Rebecca e colaboradores (2020) uma microbiota de pele equilibrada e
com funcdes fisiologicas adequadas gera um ambiente protetor que limita a capacidade das
bactérias patogénicas de iniciar e propagar uma infeccdo oportunista, porém a introducéo de
bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa pode resultar
em um balanco negativo e dar inicio a um processo infeccioso e inflamatdrio
(KNACKSTEDT; KNACKSTEDT; GATHERWRIGHT, 2020b).

Catinean e colaboradores (2019) trazem a associacdo de doencas de pele
imunomediadas com a microbiota da pele, pelo fato de os microrganismos residentes da pele
serem capazes de modular a homeostase do sistema imune local e, portanto, s&o
potencialmente parte do mecanismo por tras das doencas autoimunes da pele.

Uma das doencas dérmicas imunomediadas mais comuns é a dermatite atopica, que
envolve em sua fisiopatologia tanto a alteragdo da barreira epitelial quanto uma resposta
imune anormal. Acne, psoriase e hidradenite supurativa sdo outros exemplos de doencas que
tem como uma de suas causas o desequilibrio da microbiota (BALATO et al., 2019;
CATINEAN et al., 2019).

Espécies de Corynebacterium normalmente ndo causam patologias conhecidas, com
excecdo das especies Corynebacterium minutissimum e Corynebacterium tenuis que séo
conhecidas por causarem patologias superficiais da pele (CHEN et al, 2018).

Espécies de microrganismos dos géneros Staphylococcus, Corynebacterium e

Propionibacterium fazem parte da flora bacteriana normal da pele, porém algumas espécies
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como Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa sdo patogénicas e, uma vez
instaladas na derme podem provocar um balan¢o negativo desta microbiota e levar a uma
infeccdo (KNACKSTEDT et al, 2020).

3.1.3 Eixo intestino-pele

O intestino e a pele s&o dois 6rgdos que fazem a interface primaria entre 0s meios
externo e interno e possuem ligacdo direta entre si a partir da influéncia que a microbiota
intestinal exerce na microbiota cutanea, contribuindo para a regulacao da alelostase da pele,
mecanismo pelo qual acontece a regulacdo da homeostase, e regulando a microbiota cutanea
apo6s um periodo de disbiose ou impactando negativamente a homeostase da pele e refletindo
em uma disbiose cutanea (SALEM et al., 2018).

A composicdo desta camada de microrganismos pode ser alterada pelo sistema
imunologico inato e adaptativo e, inversamente, a microbiota local pode modular o sistema
imunologico do hospedeiro. A imunidade inata possui a capacidade de diferenciar as bactérias
comensais das bactérias patogénicas, assim a imunidade adaptativa ndo é ativada para 0s
microrganismos residentes (PESSEMIER et al., 2021; SINHA; LIN; FERENCZI, 2021).

O mecanismo exato de como a microbiota intestinal e cutanea interferem no sistema
imune, entre si, ainda ndo foi totalmente esclarecido, apesar de muitos estudos mostrarem a
influéncia da disbiose intestinal no desequilibrio da homeostase da pele (PESSEMIER et al.,
2021).

Levando em consideracdo a dindmica entre as microbiotas intestinal e cuténea e o
sistema imunoldgico do hospedeiro pode-se entender a funcdo das substancias prebioticas e
probidticas em sua manutencdo e reequilibrio, que serdo abordados na secéo posterior.

3.2 Substancias prebiodticas e probioticas

A partir do conhecimento da microbiota humana e de sua importancia e influéncia no
organismo como um todo, faz-se necessario o estudo de alternativas de modulagéo,
manutencdo e reequilibrio da camada de microrganismos.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia ( OMG) probidticos sdo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro e os prebidticos sdo ingredientes seletivamente fermentados
que permitem mudancas especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota

gastrointestinal, conferindo assim beneficios a satde do hospedeiro (GUARNER et al., 2017).
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Prebioticos sdo ingredientes ou substancias que promovem o crescimento de certas
bactérias. Para uma substancia ser considerada prebidtica sdo necessarios trés caracteristicas:
primeiro ela precisa ser resistente as enzimas dos mamiferos, e se falamos em prebidticos
intestinais também é necessario ser resistente a absorcéo intestinal, segundo é necessario que
a substancia seja fermentada pela microbiota e, por fim, é importante que a substancia
estimule seletivamente a atividade fisioldgica e o crescimento das bactérias (NOTAY et al.,
2017).

A microbiota humana, seja do intestino ou da pele, € uma camada que possui um
dinamismo particular, podendo ser alterada de acordo com o tempo e com 0 ambiente em que
estd. Além de acontecer uma dindmica natural da microbiota, podem também acontecer
alteracdes artificiais, como, por exemplo, tratamentos ou cosméticos que causam alteracdes
nesta camada (WALKER, 2016).

Algumas alteracGes artificiais podem ocorrer com o objetivo de manipular a camada
de microrganismos da pele, com o intuito de selecionar e aumentar a quantidade de bactérias
benéficas. Para cumprir com esse intuito podem ser usados nutrientes especificos, 0s
prebidticos, ou microrganismos vivos, 0s probidticos (EGERT, M., SIMMERING, R., 2016).

Cosméticos com o conceito prebidtico foram desenvolvidos nos ultimos anos e podem
ser uma forma de alcancar e preservar o equilibrio da microbiota da pele. Foram observados
extratos de plantas que tiveram efeito inibitério em Propionibacterium acne e efeitos
estimuladores em Staphylococcus epidermidis (EGERT, M., SIMMERING, R., 2016).

A escolha correta dos prebioticos é importante para que sejam estimuladas apenas as
bactérias comensais da pele e do intestino, e ndo as patogénicas, e assim melhorar a satde do
hospedeiro como um todo (MAGUIRE; MAGUIRE, 2017).

Prebidticos como os galactooligosacarideos (GOS) e os polifendis sdo considerados
nutriente para as bactérias benéficas e é definido como um composto que afeta positivamente
0 hospedeiro, estimulando o crescimento de bactérias benéficas e limitando o crescimento de
bactérias patogénicas (DUDA-CHODAK et al., 2015; MAGUIRE; MAGUIRE, 2017).

Assim, como foco na microbiota da pele, serdo abordados nas proximas secfes a
influéncia dos cosméticos nesta camada de microrganismos e substancias com potencial

prebiotico para sua manutencdo e equilibrio.
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3.3 Influéncia dos cosméticos na microbiota cuténea

A composicdo da microbiota da pele humana é formada por microrganismos
residentes e transitorios e sua composicao varia de acordo com a area em que esta localizada,
se 0 ambiente é oleoso, misto ou seco e também pode ser influenciada pelos produtos de
higiene e beleza (BOUSLIMANI et al., 2015; LEOTY-OKOMBI et al., 2021).

Os seres humanos usam cosméticos para a higiene como sabonetes, géis de limpeza,
fragrancias e outros, que podem alterar a microbiota da pele de forma quimica, a partir de
produtos que contenham conservantes e ingredientes sintéticos em sua formulacdo e séo
capazes de alterar o pH da pele ou de forma mecanica, removendo 0s microrganismos no
momento do enxague ou aplicacdo (MAGUIRE; MAGUIRE, 2017; SFRISO; CLAYPOOL,
2020).

Ao criar uma nova formulacdo cosmética é necessario levar em consideracdo a
microbiota cutnea e criar um microambiente mais préximo do natural possivel, mantendo a
simbiose e comensalismo dos microrganismos existentes no local (BERI, 2018).

Ha evidencias de que dietas baseadas em plantas beneficiam a microbiota do intestino,
assim, devido ao eixo intestino-pele, pode-se levar em consideracdo que cosméticos topicos a
base de plantas também sdo uma fonte saudavel de nutrientes para a microbiota da pele
(BERI, 2018).

3.4 Annona crassiflora, oligossacarideos e suas propriedades prebidticas

Araticum, o fruto da espécie Annona crassiflora (Figura 1), também conhecido como
marolo, ariticum, pinha do cerrado, entre outros, é uma fruta exdtica do cerrado brasileiro
encontrada em alguns estados brasileiros como Minas Gerais, Bahia e Sdo Paulo, rica em
acucares, fibras e compostos nutricionais (ARRUDA, HENRIQUE SILVANO; PASTORE,
2019; ARRUDA, HENRIQUE SILVANO; PEREIRA; PASTORE, 2017).

A polpa madura do araticum, além de ser fonte de fibras e compostos nutricionais, é
também fonte de vitamina A e C, compostos antioxidantes e possui alto teor de carboidratos,
dentre eles, os oligossacarideos (ARRUDA, HENRIQUE SILVANO; PASTORE, 2019; DA
SILVA, EDSON PABLO; VILAS BOAS; XISTO, 2013).

Os oligossacarideos sdo polimeros de trés a dez residuos de monossacarideos que
demonstram atividade prebidtica e podem ser encontrados na forma livre ou ligada e podem

também ser produzidos a partir de meios fisicos, processos quimicos ou enzimaticos ou ainda
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serem obtidos de fontes naturais como o araticum, a banana e a jaca (CEZAR et al., 2018;
THAMMARUTWASIK et al., 2009).

Os polimeros de carboidrato possuem funcdo de adocgar os alimentos e conferir
caracteristicas sensoriais. Podendo ser classificados como digeriveis ou ndo-digeriveis, eles
possuem funcgdes fisiologicas na salde humana, como um comportamento prebidtico, onde
sdo fermentados pela microbiota, estimulando seletivamente o crescimento e atividades
funcionais da mesma, alterando seu balango para uma composi¢do mais saudavel (ARRUDA,
HENRIQUE SILVANO; PEREIRA; PASTORE, 2017; CEZAR et al., 2018).

Figura 1 Annona crassiflora

Legenda: Annona crassiflora. A) Arvore; B) Tronco; C) Tronco e galhos; D)

Folhas; E) Botdes florais; F) Flor; G) Flor com pétalas; H) Fruto verde; I) Fruto maduro; J)
Fruto seccionado; K) Gomos; L) Sementes.

Fonte: Arruda, 2019
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3.5 Mangifera indica, polifenois e suas propriedades prebidticas

A Mangifera indica (Figura 2), popularmente conhecida como mangueira e usada pela
medicina indigena ha mais de 4000 anos, pertence a familia Anarcadiaceae, e tem sua origem
no Sul da Asia, se tornando comum em diferentes partes do mundo (DERESE et al., 2017).

Os estudos fitoquimicos desta planta indicam a presenca de compostos bioativos
altamente efetivos com fungdes bactericidas, antifungicas, antioxidante, antidiabética e
antiviral e dentre seus constituintes quimicos estdo presentes os compostos alifaticos,
terpendides, flavondides, alcaloides, cumarinas, saponinas, taninos, 6leos essenciais e 0s
polifendis, sendo esta a substancia de maior interesse deste trabalho (DERESE et al., 2017;
PAN et al., 2018).

Os polifendis apresentam propriedades prebioticas podendo induzir mudancas na
organizacdo e funcgdes fisiologicas do ecossistema microbiano, desempenhando um estimulo
da atividade metabdlica dos microrganismos, melhorando a viabilidade in vitro e in vivo de
microrganismos, assim melhorando também a disbiose intestinal e pardmetros de salde
(COMAN et al, 2018; MOORTHY; SUNDRALINGAM; PALANISAMY, 2021;
RODRIGUEZ-DAZA et al., 2021).

No intestino, apenas uma pequena porcentagem dos polifendis sdo absorvidos, e a
porcentagem ndo absorvida se acumula no intestino grosso onde estes compostos Sao
metabolizados pelas bactérias locais e transformados em metabdlitos fendlicos simples,
alterando o microbioma a favor da colonizacdo de microrganismos benéficos para o
organismo humano, fatores que evidenciam a propriedade prebidtica dos polifendis
(MOORTHY et al., 2020; THILAKARATHNA,; LANGILLE; RUPASINGHE, 2018).
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Fonte: Derese, 2017

Figura 2 Arvore de Mangifera indica
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta do material

Foram coletados frutos maduros de Annona Crassiflora no distrito de Itatiaiugu — MG,
localizagdo geografica Lat: -20° 11° 45" S, Long: -44° 24’ 58’ O e Alt: 882m, e folhas de
Mangifera indica, também no distrito de Itatiaiugu-MG, localizacdo geogréafica Lat: -20° 11’
50" S, Long: -44° 25’ 05’ O e Alt: 887m para preparacdo dos extratos, assim como foram
coletados galhos com folhas, flores e frutos de ambas as espécies para confec¢do de exsicata.
A utilizacdo de ambas as espécies foi previamente cadastrada no Sistema de Gerenciamento

do Patriménio Genético Brasileiro - SISGEN, sob nimero de registro AC48977.

4.2 ldentificagéo por exsicata
As exsicatas foram confeccionadas e armazenadas no Herbario Professor José Badini
no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Ouro Preto sob nimero de registro

35701 e 35703 para a espécie M. indica e 35702 e 35704 para a espécie A. crassiflora.

4.3 Secagem da folha de Mangifera indica

As folhas da espécie M. indica coletadas passaram por um processo de secagem em
estufa a 40°C por um periodo de 10 horas, foram trituradas e pulverizadas em moinho de
facas e utilizadas na producao do extrato (BARRETO et al., 2008).

4.4 Obtencao da polpa do fruto de Annona crassiflora

A polpa de Annona crassiflora foi obtida de acordo com a metodologia aplicada por
Arruda e colaboradores, 2017. A fruta madura foi lavada exteriormente com o objetivo de
retirar sujidades e possiveis contaminantes, sua polpa foi manualmente separada das sementes

e casca, posteriormente congelada a -20°C até o momento do preparo do extrato.

4.5 Caracterizacao do material vegetal
4.5.1 Avaliacéo do teor de umidade da folha seca de M. indica

Foi pesado o cadinho vazio e, posteriormente, 1g da folha de M. indica seca e

pulverizada para a obtenc¢éo do peso inicial do cadinho. A amostra foi deixada em estufa por
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15 min a 105°C e resfriada em dessecador. O teste foi realizado em triplicata e o teor de

umidade foi obtido a partir da equacao abaixo (Farmacopeia Brasileira, 2019).

_ Peszo inicial— Peso final
00 =

Teor de umidade x 100

Pezo inicial

4.5.2 Avaliacao do teor de cinzas da folha seca de M. indica

Foi pesado o cadinho vazio e adicionado 5g da folha de M. indica seca e pulverizada.
A amostra foi levada a mufla para incineragédo e deixada a 250° C por 4h e, posteriormente, a
550°C por 6h até completa incineracdo. O teste foi realizado em triplicata e o teor de cinzas

foi obtido através da equacao abaixo (Farmacopeia Brasileira, 2019).

Residuo do cadinho (g)

x 100

Teor de cinzas % =

Pezo da amostra (g)

4.5.3 Analise granulométrica da folha seca de M. indica

Foram selecionados tamises de malhas 1,19 mm; 0,59 mm; 0,50 mm; 0,42 mm, 0,210
mm e 0,125 mm. Foram anotados os pesos de cada malha vazia e adicionado a primeira 259
de folha de M. indica seca e pulverizada. O processo de tamisagéo teve duragdo de 30 min e,
posteriormente, foi anotado o peso de cada malha e determinado o perfil granulométrico da
amostra (PIERRI et al., 2017).

4.5.4 Andlise de perda de umidade por dessecacdo da folha seca de M. indica

Foi pesado o cadinho vazio e, posteriormente, 1g da folha de M. indica seca e
pulverizada para a obtencdo do peso inicial do cadinho. A amostra foi deixada em estufa por
2h a 105°C e resfriada em dessecador. O teste foi realizado em triplicata e o teor de perda de

umidade por dessecacéo foi obtido a partir da equacédo abaixo (PIERRI et al., 2017).

_ Residuo do cadinho (g)
0p =

Perda por dessecacéo x 100

Peso da amostra (g)

4.6 Obtencéo do extrato de Mangifera indica
Foi produzido o extrato etandlico pelo método de percolacdo a partir do solvente

etanol 92,8° GL e 455¢ de folhas de Mangifera indica pulverizadas. O extrato obtido teve seu
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volume reduzido em rotaevaporador e levado a secagem no dessecador até que atingiu peso
constante. O calculo do rendimento foi realizado a partir de uma regra de trés onde a massa

inicial de folhas secas representou 100% de toda a amostra.

4.7 Obtencéo do extrato de Annona crassiflora

A polpa madura de Annona crassiflora, anteriormente armazenada a -20°C, passou
pelo processo de liofilizagdo no Laboratorio Multiusuario de Protedmica e Biomoléculas, no
equipamento de marca VisTis, modelo Benchtop K, a temperatura -105,5°C e pressdo
999mBar.

A polpa liofilizada foi utilizada para o preparo do extrato de acordo com a
metodologia apresentada por Jovanovic-Malinovska, 2015, com modificacbes. Para a
realizacdo do extrato foi utilizada a proporc¢do 1:10 (um grama de amostra liofilizada para dez
mL de solvente). Foram pesados 132,5 gramas da polpa liofilizada e adicionados 1325ml de
etanol 92,8°GL, a mistura foi deixada no ultrassom de marca Unique, modelo USC-1600 e
frequéncia 40Hz por 60 minutos a temperatura ambiente, sendo agitada mecanicamente com o
auxilio de um pistilo a cada 20 minutos. Posteriormente foi realizado o processo de filtracdo
simples e o extrato foi seco em rotaevaporador de marca Fisatom a 100 rpm e 40°C e
posteriormente em estufa de marca Nova Instruments e modelo NI1512 até obtencédo de peso
constante. O calculo do rendimento foi realizado a partir de uma regra de trés onde a massa
inicial da polpa de Araticum liofilizada representou 100% de toda a amostra (JOVANOVIC-
MALINOVSKA; KUZMANOVA; WINKELHAUSEN, 2015).

4.8 Teste de identificacdo de fendlicos totais nos extratos brutos de Mangifera indica e
Annona crassiflora

Para a quantificacdo de fendlicos totais nos extratos de Mangifera indica e Annona
crassiflora foi aplicado o método do reagente de Folin-Ciocalteu segundo Bonoli e
colaboradores, com modificacbes (BONOLI et al., 2004), utilizando placas e leitor de
microplacas para leitura da absorbancia.

Foram preparadas, em metanol, as solugdes estoques dos extratos de Mangifera indica
e Annona crassiflora na concentracdo de 25 mg/mL e realizadas dilui¢fes seriadas de cada
extrato nas concentragdes de 5,0 mg/mL, 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL para A. crassiflora e 1,25
mg/mL e 0,75 mg/mL para M. indica, as quais foram utilizadas no experimento. Preparou-se

também 5 mL de carbonato de sédio a 15% (p/v).
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Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 30 pL de agua destilada, 80 pL das solugdes
de amostras preparadas anteriormente, 10 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se por 1
minuto. Posteriormente foi adicionado 40 pL da solucdo de carbonato de sédio previamente
preparada, agitou-se por mais 30 segundos e, por fim, foi adicionado 40 pL de dgua destilada.

Para o preparo do branco foram pipetados nos pocos correspondentes 80 pL das
solucBes de amostra e 120 pL de &gua destilada.

Para a curva padrdo do extrato de M. indica foi utilizado o padrdo acido galico,
preparado em metanol na concentracdo de 1,0 mg/mL e foram preparados dez pontos nas
concentragdes de 10 pL/mL, 25 pL/mL, 50 pL/mL, 75 pL/mL, 100 pL/mL, 150 puL/mL, 200
pL/mL, 250 pL/mL, 300 pL/mL, 350 pL/mL e, para a curva padrdo do extrato de A.
crassiflora foi utilizado o padrdo acido galico, preparado em metanol na concentracao de 0,2
mg/mL e foram preparados nove pontos nas concentracdes de 5 puL/mL, 10 pL/mL, 20
pL/mL, 30 pL/mL, 60 pL/mL, 70 pL/mL, 80 pL/mL, 100 pL/mL e 110 pL/mL. O
procedimento de preparo da curva padréo seguiu as mesmas instruces do procedimento de
preparo das amostras.

As placas foram incubadas pelo prazo de 2 horas em ambiente protegido da luz e
posteriormente suas leituras foram realizadas no leitor de microplacas de marca Thermo Plate
a 650 nm.

A confeccdo do gréfico da curva padrdo, equacdo da reta, R? e analise dos resultados
foram realizados em Excel 2013. O teste foi realizado em triplicata e os resultados expressos

em média e DP.

4.9 Teste de quantificacdo de Flavonoides totais nos extratos brutos de Mangifera indica
e Annona crassiflora

Para a quantificacdo de flavondides totais nos extratos de Mangifera indica e Annona
crassiflora foi aplicado o método colorimétrico do cloreto de aluminio (AICIs) segundo
Chang e colaboradores, com modificagcbes (CHANG et al., 2002), utilizando placas e leitor de
microplacas para leitura da absorbancia.

Foram preparadas, em etanol P.A., as solucdes estoques dos extratos de Mangifera
indica e Annona crassiflora na concentracdo de 25 mg/mL e realizadas diluicdes seriadas de
cada extrato, respectivamente, nas concentragdes de 1,25 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,375 mg/mL

e 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, as quais foram utilizadas no experimento. Preparou-se
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também 10 mL de cloreto de aluminio a 10% (p/v) e 5 ml de solugdo de acetato de potéssio 1
mol/L, ambos em &gua destilada.

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 40 uL de etanol, 100 pL das solucdes de
amostras preparadas anteriormente, 4 pL da solucéo de cloreto de aluminio e igual volume da
solucdo de acetato de potassio e, por fim, 52 uL de dgua destilada.

Para o preparo do branco foram pipetados nos pocos correspondentes 100 pL das
solucgdes de amostra, 44 uL de etanol P.A., 4 uL da solucéo de acetato de potassio e 52 uL de
agua destilada.

Para a curva padrdo foi utilizado o padréo rutina, preparado em etanol P.A. na
concentracédo de 0,2 mg/mL e foram preparados dez pontos nas concentragdes de 2 pL/mL, 5
pL/mL, 10 pL/mL, 15 pL/mL, 20 pL/mL, 25 pL/mL, 30 pL/mL, 35 pL/mL, 40 pL/mL, 45
puL/mL, para ambas as espécies. O procedimento de preparo da curva padrdo seguiu as
mesmas instrugdes do procedimento de preparo das amostras.

As placas foram incubadas pelo prazo de 40 minutos em ambiente protegido da luz e
posteriormente suas leituras foram realizadas no leitor de ELISA de marca Thermo Plate a
405 nm.

A confeccdo do gréfico da curva padrdo, equacdo da reta, R2 e analise dos resultados
foram realizados em Excel 2013. O teste foi realizado em triplicata e os resultados expessos

em média e DP.

4.10 Teste de avaliacdo de Taninos nos extratos brutos de Mangifera indica e Annona

crassiflora

Para a quantificacdo de taninos nos extratos de M. indica e A. crassiflora foram
preparadas solugbes metandlicas nas concentragcdes 5 mg/mL, 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL a
partir da diluicdo seriada da solugdo mae de 25 mg/mL para ambas as espécies; e solugdo de
vanilina (mistura de vanilina 4% em metanol e HCI 8% em metanol, 1:1) em quantidades
suficientes para a realizacéo da técnica.

Foram adicionados em placas de 96 pogos 50 pL das amostras e 200 pL da solucgéo de
vanilina, ambas preparadas anteriormente.

O branco foi elaborado para cada concentragéo contendo 50 pL da amostra e 200 pL

de metanol.
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Para a curva padrdo foi utilizado o padrdo catequina, preparado em metanol na
concentracdo de 1,0 mg/mL e foram preparados dez pontos nas concentragdes de 20 pg/mL,
30 pg/mL, 40 pg/mL, 50 pg/mL, 60 pg/mL, 70 pug/mL, 80 pg/mL, 100 pg/mL, 120 pg/mL,
140 pg/mL, para ambas as espécies. O procedimento de preparo da curva padrdo seguiu as
mesmas instrucbes do procedimento de preparo das amostras e todos os pontos foram
analisados em triplicata.

As placas foram incubadas pelo prazo de 20 minutos em ambiente protegido da luz e
posteriormente suas leituras foram realizadas no leitor de ELISA de marca Thermo Plate a
490 nm.

A confeccdo do gréfico da curva padrdo, equacdo da reta, R? e analise dos resultados
foram realizados em Excel 2013. O teste foi realizado em triplicata e os resultados expressos

em média e DP.

4.11 Formulacao cosmeética e incorporacao do extrato de M. indica e A. crassiflora

A forma farmacéutica selecionada para a base cosmética foi uma emulsdo O/A nao-

ibnica, cuja formulacdo se apresenta na tabela 1.

Tabela 1 Componentes da formulagdo da base cosmética

Fase A
Componente %
Lipomulse 165 7,0
Oleo de soja 6,0
Triglicérides acido caprico/caprilico 6,0
Alcool cetoestearilico 2,0
Polawax NF 3,0
Tocoferol 0,2

Fase B
Componente %
Propileno glicol 40
EDTA 0,1

HO destilada Q.S.P.
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Os itens de cada fase foram pesados, adicionados em seus respectivos recipientes e
levados a banho-maria até que cada fase estivesse homogénea e atingido 75°C.

Ap0s retiradas do banho-maria, a fase B foi vertida na fase A e o conteudo foi
colocado em agitador a 500 RPM até resfriamento. A formulacdo foi armazenada a
temperatura ambiente por 24h até completa estabilizacdo da emuls&o.

Foi adicionado a base 3% dos extratos de M. indica e A. crassiflora na proporcéo 1:1 e
homogeneizados em um gral de vidro.

A amostra contendo ambos 0s extratos foi armazenada em temperatura ambiente até

proximas analises.

4.12 Testes microbioldgicos

5.12.1 Cultura de bactérias

As bactérias selecionadas para este projeto foram aquelas que se mostraram mais
prevalentes na microbiota da pele de acordo com o referencial bibliogréafico pesquisado, sendo
elas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC12228),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os
microrganismos selecionados foram cultivados no laboratério de microbiologia da
Universidade Federal de Ouro Preto, em um primeiro momento em 4&gar nutritivo e,

posteriormente, semeadas em agar Mueller Hinton para sua utilizacao nos testes a seguir.

4.12.2 Triagem da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Mangifera

indica e Annona crassiflora

O método escolhido para a realizacdo da triagem antimicrobiana de ambos os extratos
brutos foi o método de triagem por difusdo em agar de OKUNJI e colaboradores (OKUNJI et
al., 1990).

Foram selecionadas as concentragdes avaliadas de cada extrato, sendo para Mangifera
indica 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL e para Annona crassiflora 200 mg/mL, 100
mg/mL e 50 mg/mL. Os extratos, em suas respectivas concentra¢Oes, foram dissolvidos em
DMSO a 2% em salina (NaCl 0,9%).

Foram preparadas quantidades necessarias de placas de petri contendo agar Mueller
Hinton e os indculos de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

epidermides e Staphylococcus aureus em salina autoclavada, de modo que se obteve
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suspensdes de turvacéo referente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL). Por fim,
foram preparados os controles positivos, antibidtico tetraciclina (25 pg/mL) para o0s
microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e Escherichia coli e
antibidtico Norfloxacino (10 pg/mL) para o microrganismo Pseudomonas aeruginosa. Foi
utilizado DMSO para o controle negativo.

As placas contendo agar Mueller Hinton previamente preparadas foram perfuradas
com um sistema pipeta de Pasteur de vidro acoplada a uma bomba a vacuo, de modo que os
orificios ficassem padronizados com 6mm de didmetro. Foram perfurados, em cada placa, 5
orificios correspondentes, respectivamente, ao controle positivo, controle negativo e cada uma
das concentracOes dos extratos.

As placas foram inoculadas com as suspensdes microbianas preparadas previamente,
por semeadura de superficie, com auxilio de swab autoclavado.

Foram adicionados, com ponteiras autoclavadas, 50 pL da amostra em suas
respectivas concentragdes, do controle positivo e do controle negativo. As placas foram
incubadas em estufa a 37+2 °C por 24 horas.

Apds a incubacdo os halos foram medidos com o auxilio de uma régua. O teste foi
realizado em triplicata e os resultados expressos como média do halo de inibicdo (mm) +
desvio padréo. O teste foi realizado em triplicata.

4.12.3 Avaliacdo quantitativa da atividade microbioldgica dos extratos brutos de

Mangifera indica, Annona crassiflora e associa¢do dos extratos

Para a determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) de ambos 0s extratos
brutos e associagdo foi utilizado o método de microdiluicio em caldo MH conforme
orientacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e a metodologia de
Ostrosky e colaboradores, com adaptacdes (CLSI, 2012; OSTROSKY et al., 2008).

Os tubos experimentais e demais materiais foram previamente esterilizados em
autoclave por 20 min. Foram preparados os indculos em solucdo salina autoclavada para cada
microrganismo, sendo eles E. coli, P. aeruginosa, S. epidermides e S. aureus até que se
obteve turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL),
posteriormente as suspensdes foram diluidas (1:100) em caldo Mueller Hinton até que se
obteve uma suspensdo a 1 x 10° UFC/mL, assim a concentracdo final de microrganismos nos
tubos foi de 5 x 10° UFC/mL.
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Os extratos de A. crassiflora e M. indica foram pesados em tubo tipo falcon estéril e
dissolvidos em caldo MH com 2% de DMSO na concentracdo de 1000 mg/mL e a associagédo
dos estratos foi pesada em tubo tipo falcon estéril e dissolvida em caldo MH com 2% de
DMSO na concentracdo de 500 mg/mL para que a maior concentracao avaliada no teste fosse
de, respectivamente, 500 mg/mL e 250 mg/mL. Posteriormente foram adicionados 500 pL de
caldo a partir do segundo tubo de ensaio utilizado e foi adicionado 1000 pL da amostra na
concentracdo inicial ao primeiro tudo de ensaio. Foram realizadas diluicGes seriadas das
amostras onde foram retirados 500 pL do contetdo do primeiro tudo de ensaio, transferido
para o seguinte e homogeneizando. Esse processo foi realizado até o ultimo tubo de ensaio, de
forma que fossem obtidas amostras nas concentragcdes de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125
mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, de ambos os extratos e 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5
mg/mL, 31,25 mg/mL, 15,62 mg/mL para a associacao dos extratos.

Os tubos de controles do experimento foram preparados de forma que no controle de
crescimento foram colocados 500 pL de caldo Mueller Hinton, no controle positivo foram
adicionados 500 pL de antibidtico estreptomicina (100 pg/mL) para os tubos de ensaio
correspondentes aos microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e
Escherichia coli e de antibiético Norfloxacino (40 pug/mL) para os tubos correspondentes ao
microrganismo Pseudomonas aeruginosa, no controle negativo foram adicionados 500 pL de
caldo Mueller Hinton com 2% de DMSO e no controle de meio de cultura foram adicionados
1000 pL de caldo Mueller Hinton puro.

Apds a adicdo de todos os elementos acima foram adicionados 500 pL da suspensdo
microbiana, exceto no controle do meio e tubos com associacdo de extratos, com cada
microrganismo em seu respectivo tubo. Para os tubos com a associacdo de extratos foram
pipetados 125 pL de cada suspensdo de microrganismo, de forma que se obteve 500 pL de
uma suspensdo em co-cultura. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apos o tempo de incubacdo o conteudo de cada tubo foi repicado em placa de Petri
contendo &gar Mueller Hinton e, os conteddos dos tubos contendo co-cultura foram repicados
também em meio agar seletivo sendo eles, microrganismos do género Staphylococcus foi
usado agar manitol hiperténico, Escherichia coli foi usado dgar MacConkey e Pseudomonas
aeruginosa foi usado agar cetrimida. Essas placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24
horas para leitura e foram consideradas como CIM a menor concentragdo em que ndo houve

crescimento microbiano. O teste foi realizado em triplicata.
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4.12.4 Avaliacado da atividade prebiotica da associacdo dos extratos brutos de

Mangifera indica e Annona crassiflora

Para avaliar a atividade prebiotica dos extratos brutos de M. indica e A. crassiflora foi
realizado um desenho experimental baseado no teste de CIM e foram analisados o
comportamento de ambas as espécies em associacao em relacdo aos microrganismos isolados
e em co-cultura.

Os tubos experimentais e demais materiais foram previamente esterilizados em
autoclave por 20 min. Foram preparados os indculos em solucdo salina autoclavada para cada
microrganismo, sendo eles E. coli, P. aeruginosa, S. epidermides e S. aureus até que se
obteve turvacéo referente ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 102 UFC/mL), posteriormente
as suspensdes foram diluidas (1:100) em caldo Mueller Hinton até que se obteve uma
suspensdo a 1 x 108 UFC/mL, assim a concentrac&o final de microrganismos nos tubos foi de
5 x 10° UFC/mL.

Os extratos de A. crassiflora e M. indica foram pesados em tubo tipo falcon estéril e
dissolvidos em caldo MH com 2% de DMSO na concentracdo de 62,5 mg/mL e em
associacdo. Posteriormente foram adicionados 500 puL da amostra previamente preparada em
tubos de ensaio.

Os tubos de controles do experimento foram preparados de forma que no controle de
crescimento foram colocados 500 pL de caldo Mueller Hinton, no controle positivo foram
adicionados 500 pL de antibidtico estreptomicina (100 pg/mL) para os tubos de ensaio
correspondentes aos microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e
Escherichia coli e de antibi6tico Norfloxacino (40 pug/mL) para os tubos correspondentes ao
microrganismo Pseudomonas aeruginosa, no controle negativo foram adicionados 500 pL de
caldo Mueller Hinton com 2% de DMSO e no controle de meio de cultura foram adicionados
1000 pL de caldo Mueller Hinton puro.

Ap0s a adicdo de todos os elementos acima foram adicionados 500 pL da suspensao
microbiana, exceto no controle do meio e tubos referentes a co-cultura, com cada
microrganismo em seu respectivo tubo. Para os tubos referentes a co-cultura foram pipetados
125 pL de cada suspensdo de microrganismo, de forma que se obteve 500 pL de uma
suspensdo contendo todos 0s microrganismos e uma mesma concentragdo. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apos o tempo de incubagdo o conteudo de cada tubo foi repicado com alga calibrada

em placa de Petri contendo 4gar Mueller Hinton e, os contetdos dos tubos contendo col6nias
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isoladas de microrganismos foram repicados também em meio &gar seletivo sendo eles,
microrganismos do género Staphylococcus foi usado agar manitol hiperténico, Escherichia
coli foi usado agar MacConkey e Pseudomonas aeruginosa foi usado agar cetrimida. Essas
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para leitura e foram avaliadas o
crescimento microbiano em cada amostra a partir do nimero de colénias que se apresentaram.

O teste foi realizado em triplicata.

4.13 Citotoxicidade

4.13.1 Cultivo celular e plaqueamento

A citotoxicidade foi avaliada em culturas de fibroblastos murinos L929. Para o cultivo
das células foram utilizados meio RPMI 1640 (Sigma®) contendo 10% de soro fetal bovino
(Vitrocell®) e gentamicina 60 pg/L, pH 7,22. As culturas foram incubadas em estufa a 37 °C
com 5% de CO2 por 48 horas ou até o tempo necessario para obter 80% ou mais de
crescimento celular, trocando o meio quando o mesmo apresentava mudanca de coloragédo
(réseo-laranja para amarelo).

ApOs o crescimento e expansdo das células, foi preparada a solugdo estoque (5 x 10°
de células/ mL) em meio RPMI com fenol completo. Para o preparo da solucdo estoque, 0
meio de cultura foi descartado e as células foram desprendidas do frasco de cultura celular por
raspagem com auxilio do suporte plastico (cell scraper), em seguida, foram adicionados
aproximadamente 20 mL de meio RPMI completo para a homogeneizagdo. A solugdo foi
centrifugada a 1300 rpm por 07 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se
novamente aproximadamente 20 mL de meio RPMI completo para a homogeneizagdo em
vortex.

Para a quantificacdo das células, as mesmas foram diluidas 20x em meio RPMI
completo. E uma aliquota de 10 uL foi adicionada a camera de Neubauer para a contagem.
Apos a devida diluicio de forma a obter uma solugdo com 5 x 10° células/mL de meio RPMI,
foram pipetados 100 uL. da mesma em cada pogo da placa de cultura de 96 pocos estéril. A
placa foi incubada em estufa de CO2 por 24 horas para que as celulas aderissem na mesma.
Apbs esse periodo, o meio foi retirado e as placas foram lavadas com meio RPMI sem fenol

completo.
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4.13.2 Citotoxicidade em fibroblastos L929

Apos o cultivo celular e o plaqueamento das células descritos no item anterior, 100 pL
das amostras previamente solubilizadas em meio RPMI nas concentracfes de 1000 a 0,0024
mg/mL, foram adicionadas em triplicata as placas. Para facilitar a solubilizacdo do extrato e
fracdo foi utilizado meio RPMI contendo 10% de DMSO. Posteriormente, as placas foram
incubadas por 24 h, 48 h e 72 h. O meio foi removido e os pocos foram cuidadosamente
lavados duas vezes com PBS pH 7,2. As células foram entéo fixadas por adi¢cdo de 100 pL de
acido tricloroacético a 20% frio durante 1 h a 4 °C. Ap0s este tempo, a placa foi lavada com
agua destilada e seca.

As células fixadas foram coradas durante 30 min com 40 pL de SRB 0,1 %
solubilizado em acido acético a 1 %. A placa foi entdo lavada com &cido acético a 1 %,
novamente deixada secar e foram adicionados 200 puL de tampao Tris 10 mM (pH 10,5) para
solubilizar a coloracéo, sob abrigo de luz. Depois de aproximadamente 30 min a temperatura
ambiente, a absorbancia das amostras foi lida a 490 nm em leitor de microplacas (Molecular
Devices — SpectraMAX 340) e os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade

em relacdo ao controle (células ndo tratadas) (SKEHAN et al., 1990).

4.14 Avaliacado da formulacéo

4.14.1 Teste de centrifugacao

Foram pesados em tubo Falcon 5g de formulagdo contendo a associacdo dos extratos
de M. indica e A. crassiflora e 5g de formulacdo sem a adicdo dos extratos. Os tubos foram
adicionados a centrifuga e deixada por 30 min a 4000 RPM. O teste foi realizado em

triplicata.

4.14.2 Avaliacado do comportamento reoldgico

A avaliagdo do comportamento reoldgico das formulagdes foi realizada em redmetro
Brookfield® DV-I111 Ultra, utilizando o aparato Cone Plate (CP-52), variando as rotacfes por
minuto (RPM) de 10-30, com intervalo 5 rpm e de 30 segundos para a mudanca de velocidade
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de rotacdo, utilizando 0,5 mL de formulacdo e temperatura 20°C. O teste foi realizado em
triplicata para cada formulagéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do material vegetal

A caracterizacdo do material vegetal é de grande importancia para a verificacdo da
qualidade da folha (WHO, 2002), sendo a de M. indica realizada de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2019). Seus resultados se encontram na tabela 2 e 3 e figura 1 abaixo.

Na tabela 2 tem-se os teores de cinzas, umidade e perda por dessecacdo, em
porcentagem, seguidos de seu desvio padrédo (DP), sendo respectivamente 10,6094 + 0,2378;
0,4190 + 0,0175 e 0,4766 + 0,0603.

O teor de cinzas obtido pelo grupo de pesquisa presente se apresenta maior quando
comparado ao estudo de Rakholiya e Chanda (2012), onde se observou valor de 9,6 + 0,58. A
diferenca entre os valores observados pode se dar pelo solo em que a folha foi coletada, uma vez que o
grupo de pesquisa obteve o material vegetal em uma érea rica em minério, o que pode aumentar a
matéria inorganica ndo-volatil em sua composi¢do (ANDRADE, L. N.; LEITE, M. G. P,
BACELLAR, L. A. P., 2012).

Os valores encontrados para o teor de umidade e perda por dessecacdo foram
préximos, o que mostra aproximadamente a mesma propor¢do entre adgua livre e dgua ligada
presente no material vegetal. Estes valores corroboram com o encontrado por Anitha e Suja
(2015), onde o teor de umidade foi de 0,4%.

Tabela 2 Caracterizagdo da folha de M. indica seca e pulverizada

Ensaio (%) £ DP
Teor de cinzas 10,6094 + 0,2378
Teor de umidade 0,4190 + 0,0175
Perda por dessecacéo 0,4766 + 0,0603

Na tabela 3, assim como na figura 3, tem-se o resultado do teste de granulometria
realizado também com base na Farmacopeia Brasileira (2019) onde é possivel observar o
tamanho da malha de tamis utilizada e a porcentagem de folha retida em cada uma. Neste
sentido, a pulverizacdo ficou heterogénea, visto que ha uma distribuicdo do pé por todos os
tamises. Contudo, é possivel observar a maior retencdo de p6 no tamis de malha 0,5 mm,

sendo considerado, de acordo com a Farmacopéia Brasileira (2019) um pé grosso.
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O tamanho da particula do po afeta diretamente o rendimento da extracdo, no caso, um
pé grosso possui uma area de contato menor, diminuindo a interacdo da particula com o
solvente e prejudicando a obtencdo dos compostos de interesse (MACEDO et al., 2020). No
caso da extracdo realizada para este projeto o tamanho da particula ndo foi relevante, visto
que os compostos fitoquimicos encontrados no extrato se mostraram aproximados ou maiores

que os encontrados na literatura, como sera possivel observar no tépico abaixo.

Tabela 3 Quantidade de material vegetal retido em cada malha de tamis de diferentes tamanhos

Malha (mm) % de material retido/ tamis

1,19 0

0,59 8

0,5 35,84

0,42 12,8

0,21 22,92
0,125 11,76
Fundo 7,44

Total 98,76
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Analise granulométrica
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Figura 3 Analise granulométrica da folha seca e pulverizada de M. indica

Legenda: O grafico acima mostra no eixo x a abertura da malha de cada tamis usado na

avaliagdo e no eixo y a quantidade, em g, de amostra retida em sua respectiva malha.

5.2 Rendimento do extrato bruto de Mangifera indica

A partir da massa de 4559 de folhas secas de Mangifera indica usada no preparo do
EEB foram obtidos 104,89¢g de extrato, representando 23,05% de rendimento.

O rendimento apresentado neste método se apresentou proximo ao rendimento
relatado por Toledo e colaboradores (2019), também no processo de percolagédo até a exaustdo
com o solvente etanol (TOLEDO et al., 2019).

5.3 Rendimento do extrato bruto de Annona crassiflora

A partir da massa de 132,59 de polpa liofilizada da Annona crassiflora usada no
preparo do EEB foram obtidos 59,899 de extrato, representando 45,05% de rendimento.

Um rendimento de 55,7% de polpa do fruto in natura foi apresentado por Cardoso e
colaboradores (2011), sugerindo que o grupo de pesquisa presente obteve bom rendimento,

considerando que o extrato foi obtido a partir da polpa liofilizada (CARDOSO, 2011).
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5.4 Avaliacéo fitoquimica

Para a avaliagdo fitoquimica dos extratos etandlico bruto de Mangifera indica e
Annona crassiflora foram escolhidos os métodos quantitativos de compostos fenolicos totais,
flavonoides totais e taninos totais.

O método de quantificacdo de fendlicos totais usado foi a reacdo colorimétrica de
Folin-Ciocalteu, que consiste na oxidacdo dos compostos fendlicos e reducdo do &cido
fosfomolibdico-fosfotungstico em solugdes alcalinas, a fim de que o grupo fendlico esteja na
forma de fenolato, produzindo uma coloracdo azul, na qual tem sua tonalidade alterada de
acordo com a quantidade de compostos fendlicos presentes na amostra (MUSCI; YAO, 2017,
SANTOS, 2018).

O teste detecta todos os grupos fenolicos presentes no extrato, inclusive proteinas
extraiveis, ndo sendo considerado especifico e quantificacdo é realizada de acordo com o
padrdo acido galico e tem seu resultado expresso em equivaléncia de &cido galico (mg EAG/g
de EEB) (SINGLETON etal., 1999; SANTQOS, 2018).

COOH coo COo’
Na,CO
T +  2Mo* —
HO OH HO OH 0 OH
OH OH O
Acido galico livre Fenolato Falin-Ciocalteu Acido galico oxidado

+

2H° +  2Mo~

Folin-Ciocalteu reduzido

Figura 4 Equacao quimica da reacdo entre o composto fendlico e o reagente de

Folin-Ciocalteu

Fonte: Pires, 2017

O método de quantificagdo de flavonoides totais usado foi a reacdo colorimétrica a
partir do cloreto de aluminio, que consiste na reagdo de complexacao do cloreto de aluminio
com o grupo hidroxila dos flavonoides, formando uma coloragdo amarelada e é avaliado de

acordo com o padrdo rutina, tendo seu resultado expresso em equivaléncia de rutina (mg ER/g
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de EEB) (CHANG et al., 2002; MAGALHAES et al., 2012; SANTOS, 2018; SHRAIM et al.,
2021).

Quercetina Quercetina-aluminio

Figura 5 Equacgdo quimica da reacdo de complexagdo entre flavonoide e o
reagente complexante, cloreto de aluminio (AICI3)

Fonte: Pires, 2017

O método de quantificacdo de taninos totais usado foi a reacdo colorimétrica a partir
da vanilina, que consiste na reacdo deste aldeido aroméatico com um anel aromaético
metasubstituido presente no extrato analisado, formando uma coloracdo vermelha e é avaliado
de acordo com o padrdo catequina, tendo seu resultado expresso em equivaléncia de catequina
(mg CE/g de EEB). A quantificacdo de taninos por este método ndo € especifica, ja que
qualquer polifenol metasubstituido é passivel de sofrer reacdo (AMPARO, 2016; PEREZ et
al., 1999).
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Figura 6 Reacdo de catequina com vanilina no método vanilina/HCI para determinagéo
de taninos totais

Fonte: AMPARO, 2016

5.4.1 Teste de identificacdo de fenolicos totais no extrato bruto de Mangifera

indica

No EEB das folhas da espécie M. indica foram quantificados compostos fenolicos
totais em duas amostras com diferentes concentragdes, respectivamente 1,25 mg/mL e 0,75
mg/mL. Para este teste foi obtida a equacdo da reta Y=0,0031x+0,4937, onde Y é a
concentracdo de acido galico e x é o valor de absorbancia em 650 nm. O coeficiente de
correlacdo R2? teve valor 0,9908. O resultado de equivaléncia de compostos fendlicos totais da
amostra ao padrdo de acido galico (mg EAG/ g de EEB) foi apresentado a partir da média
ponderada e desvio padrdo da triplicada analisada (Tabela 4) sendo os resultados para as
concentragdes 1,25 mg/mL, 370,09 mg/g £ 63,13 e 0,75 mg/mL, 333,30 mg/g + 43,93.
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Tabela 4: Equivaléncia de fendlicos totais ao acido galico no EEB de Mangifera indica

Y=0,0031x+0,4937 R2=0,9908
Concentragdes (mg/ml) Média (mg EAG/g EEB) DP

0.75 333,30 43.93

1,25 370,00 63,13

Os compostos fendlicos possuem um importante papel na cor e sabor do fruto da
Mangifera indica, alguns possuem atividades antioxidantes e outros, como o &cido galico,
possuem atividades antiinflamatéria, antialergénica, bactericida e outras. Nas folhas da
espécie, o composto fendlico mais abundante é a mangiferina, responsavel também por
diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade bactericida (BARRETO et al., 2008;
MASIBO; QIAN, 2008).

Assim, ao quantificar os compostos fenélicos no extrato bruto da folha da mangueira,
ja era esperado uma alta concentragio da substincia presente (BELIZON et al., 2018), com
valores em torno de 360 mg EAG /g EEB, como mostrado por Dhital e colaboradores (2017),
sendo a amostra de concentracdo inicial 1mg/mL, preparada em metanol (SHARMA
DHITAL et al, 2017), mostrando que os valores encontrados nas concentracfes de 1,25

mg/mL e 0,75 mg/mL estdo de acordo com o que esté apresentado na literatura.

5.4.2 Teste de identificacdo de Flavonoides totais no extrato bruto de Mangifera

indica

No EEB das folhas da espécie M. indica foram quantificados flavonoides totais em
duas amostras com diferentes concentragdes, respectivamente 1,25 mg/mL e 0,75 mg/mL.
Para este teste foi obtido a equacgdo da reta Y=0,0176x+0,1646, onde Y é a concentracdo de
acido galico e x é o valor de absorbancia em 405 nm. O coeficiente de correlacdo R? teve
valor 0,9979. O resultado de equivaléncia de flavonoides totais da amostra ao padrao rutina
(mg ER/ g de EEB) foi apresentado a partir da média ponderada e desvio padrdo da triplicada
analisada (Tabela 5) sendo os resultados para as concentracfes; 1,25 mg/mL, 43,09 mg/g +
5,01 e 0,75 mg/mL, 29,56 mg/g + 1,52.
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Tabela 5: Equivaléncia de flavonoides totais ao padré@o Rutina no EEB de Mangifera indica

Y=0,0176x+0,1646 R2=0,9979
Concentracdes (mg/ml)  Média (mg ER/g EEB) DP
0,75 29,56 1,52
1,25 43,09 5,01

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios amplamente encontrados nas plantas e
possuem atividades biolégicas e farmacoldgicas, como a atividade antiflngica relatada por
Kanwal e colaboradores (2010) e atividade antioxidante relatada por Pan e colaboradores
(2018) (KANWAL et al., 2010; PAN et al., 2018).

Ao realizar este teste, ja era esperado encontrar os flavonoides no EEB da Mangifera
indica como relatado anteriormente por Anila e colaboradores (2003) e Wilberforce e
colaboradores (2017) (ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2003; OTI WILBERFORCE;
NKECHINYERE OLIVIA, 2017), em concentracdes aproximadas de 55,63 mg/g de amostra,
como mostrou Dihital e colaboradores (2017) ao analisar uma amostra de concentracdo
2mg/ml preparada em metanol (SHARMA DHITAL; KHUMA SHARMA DHITAL, 2017),
assim as médias de flavonoides encontrados para as respectivas concentracfes analisadas

estdo de acordo com a literatura.

5.4.3 Teste de identificacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides totais no

extrato bruto de Annona crassiflora

No EEB das folhas da espécie A. crassiflora foram quantificados compostos fendlicos
totais em trés amostras com diferentes concentracdes, respectivamente 5,0 mg/mL; 2,5
mg/mL e 1,25 mg/mL. Para este teste foi obtido a equagéo da reta Y=0,0085x+0,2165, onde
Y é a concentragdo de acido galico e x € o valor de absorbancia em 650 nm. O coeficiente de
correlacdo R? teve valor 0,992. O resultado de equivaléncia de compostos fenolicos totais da
amostra ao padrdo de acido galico (mg EAG/ g de EEB) foi apresentado a partir da média
ponderada e desvio padrdo da triplicada analisada (Tabela 6) sendo os resultados para as
concentragdes 5,0 mg/mL, 15,99 mg/g £ 2,01837; 2,5 mg/mL, 8,843 mg/g £ 2,176736 € 1,25
mg/mL, 2,627 mg/g = 13,64773.
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Tabela 6 Equivaléncia de fendlicos totais ao acido galico no EEB de Annona crassiflora

Y=0,0085x+0,2165 R2=0,992
Concentracdes (mg/ml) Media (mg EAG/g EEB) DP

5,0 15,990 2,01837
2,5 8,843 2,176736
1,25 2,627 13,64773

Na quantificacdo de compostos flavonoides totais do extrato etandlico bruto da polpa
de Annona crassiflora, em todas as concentra¢des testadas (5 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25
mg/mL), ndo foram encontrados valores significativos de equivalentes de rutina (mg ER/g
EEB), dessa forma o resultado foi considerado igual a 0 g ER/g EEB para a analise de cada
composto. Para este teste foi obtido a equacdo da reta y = 0,0127x + 0,1503, onde Y ¢ a
concentracdo de rutina e x é o valor de absorbancia em 405 nm. O coeficiente de correlagéo
R? teve valor 0,992.

Segundo Clerice e colaboradores (2011) e Prado e colaboradores (2020) a polpa da
fruta Araticum € rica em carotenoides, vitaminas e oligossacarideos, com atividades
moluscicida e bactericida ja descritas pela literatura (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011;
PRADO et al., 2020).

O resultado encontrado pelo grupo de pesquisa ja era esperado, de acordo com o que
se apresenta na literatura, onde pesquisadores encontraram quantidades de compostos
fendlicos em concentracdes de 0,0262g GAE/g de extrato e quantidades de flavonoides em
concentragdes 0,0179 g CE/g de extrato, sendo CE correspondente a equivalente de catequina,
padrdo utilizado pela referéncia. Essas diferencas nos resultados podem acontecer na
concentracdo de metabdlitos secundarios das espécies devido a época da colheita e solo de
cultivo, entre outros fatores (ARRUDA, H. S.; PEREIRA; PASTORE, 2018; GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

5.4.4 Teste de identificacdo de Taninos nos extratos brutos de Mangifera indica e

Annona crassiflora

Na quantificagdo de compostos taninos totais do EEB da polpa de A. crassiflora e da
folha de M. indica, em todas as concentragdes testadas (5 mg/mL; 2,5 mg/mL e 1,25 mg/mL),
ndo foram encontrados valores significativos de equivalentes de catequina (mg CE/g EEB),

dessa forma o resultado foi considerado igual a 0 g CE/g EEB para a andlise de cada
46



composto. Para este teste foi obtido a equagdo da reta y = 0,001x + 0,101, onde Y é a
concentracdo de catequina e x é o valor de absorbancia em 490 nm. O coeficiente de
correlacdo R2? teve valor 0,9901.

Estudos da polpa do fruto de A. crassiflora apresentam quantidade de taninos no valor
de 13,51 CE/g de extrato, entretanto este metabdlito secundario é considerado um marco de
amadurecimento e sua quantidade diminui a medida do tempo, assim o resultado encontrado
pelo grupo de pesquisa € esperado, visto que o objetivo foi estudar a polpa madura (AYO-
OMOGIE, H. N. et al, 2010; ARRUDA, H. S. e PASTORE, G. M., 2019; O-MARQUES, J. et
al., 2005).

Segundo Samanta e colaboradores (2019) a folha de M. indica possui 0,45 £ 0,10 mg/
100g de taninos, corroborando com a avaliacdo atual em que a quantidade de taninos na folha
da mangueira foi considerada zero (SAMANTA, S. et al., 2019).

5.5 Testes microbioldgicos

5.5.1 Cultura de microrganismos

Os microrganismos foram selecionados de acordo com a sua prevaléncia na pele e sua
importancia na saude da derme, de acordo com a composicdo da microbiota cutanea
apresentada no topico de revisdo de literatura.

Um dos géneros mais presentes na microbiota da pele é o Staphylococcus. Dentre as
espécies pertencentes a este género tem-se que Staphylococcus epidermides que esta entre as
bactérias comensais mais presentes e promove a defesa da pele, produzindo moléculas
antimicrobianas que inibem seletivamente bactérias com alto indice de patogenicidade, como
exemplo, a Staphylococcus aureus que também esta entre as espécies mais presentes na
microbiota cuténea e é responsavel por doencas como a Dermatite atdpica (DI LODOVICO et
al., 2021; PARLET; BROWN; HORSWILL, 2019; POPQV et al., 2014).

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa transitéria na microbiota
da pele, ndo fazendo parte de fato do microbioma, mas sendo frequentemente encontrada no
local. E um microrganismo considerado patogénico oportunista que causa doenca caso exista
lesdo prévia ou imunocomprometimento do individuo e tem-se também importante papel na
dermatite atopica (GARCIA et al, 2018; GRICE et al., 2008; KNACKSTEDT;
KNACKSTEDT; GATHERWRIGHT, 2020a).
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A bactéria gram-negativa Escherichia coli é residente, comensal e prevalente na
porcdo final do intestino humano, podendo fazer parte de forma transitoria na microbiota
cutanea. Uma vez na pele a E. coli pode se instalar e comecar sua proliferacdo por
oportunismo, caso as condic¢Bes locais sejam favoraveis, causando assim infecdes cutaneas
(DENAMUR et al., 2021; HERMAN; HERMAN, 2019).

5.5.2 Triagem da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Mangifera

indica e Annona crassiflora

O método escolhido para triagem atividade antimicrobiana dos extratos foi 0 método
de perfusdo em é&gar, ja que este incorpora diferentes concentracBes da amostra preparada e
consiste na capacidade do extrato permear no agar e possibilitar o contato do microrganismo
com a amostra, sendo possivel avaliar a atividade antimicrobiana de acordo com o tamanho
do halo de inibigdo formado (KENNY; FUREY; LUCEY, 2015).

Os resultados da atividade antimicrobiana, em mm de didmetro do halo de inibicéo, de
cada extrato em suas respectivas concentracdes, para cada uma das bactérias testadas sdo
relatados de forma geral na Tabela 7 e nos tdpicos a seguir sdo apresentados resultados e

discussdes para cada espécie, separadamente.
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Tabela 7: Resultado da atividade antimicrobiana, em mm do didmetro do halo de inibigdo, dos

EEBs de Mangifera indica e Annona crassiflora em suas respectivas concentracdes

Mangifera indica Annona crassiflora
Concentracoes
do EEB C+ C- 100 50 25 C+ C- 200 100 50
(mg/mL)
Escherichia
_ 17 0 0 0 0 19 0 0 0 0
coli
Pseudomonas
_ 25 0 14 13 12 26 0 0 0 0
aeruginosa
Staphylococcus
_ _ 20 0 19 16 14 20 0 10 0 0
epidermides
Staphylococcus
22 0 20 17 15 20 0 9 0 0
aureus

Legenda: Controle positivo (C+) — antibiético tetraciclina (25 pg/mL) para 0s microrganismos
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e Escherichia coli e antibiético Norfloxacino (10

pg/mL) para o microrganismo Pseudomonas aeruginosa. Controle negativo (C-) — DMSO.

5.5.2.1 Avaliacéao do extrato etanolico bruto de Mangifera indica

Ao a triagem do extrato etanolico bruto de Mangifera indica em relacdo as espécies
Escherichia coli (figura 7A), Pseudomonas aeruginosa (figura 7B), Staphylococcus
epidermides (figura 7C) e Staphylococcus aureus (figura 7D) foi possivel observar os halos de
inibicdo na area do controle positivo de 17mm, 25mm, 20mm e 22mm, respectivamente, e a

auséncia dos halos na area do controle negativo, mostrando que o teste foi valido e confiavel.
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Assim, de acordo com as concentragdes analisadas de 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25
mg/mL, respectivamente, foi possivel observar para a espécie E. coli a auséncia dos halos de
inibicdo, para P. aeruginosa halos de inibicdo de 14mm, 13mm e 12mm, para S. epidermides
halos de inibi¢do de 19mm, 16mm, 14mm e para S. aureus halos de inibi¢cdo de 20mm, 17mm

e 15mm.

Figura 7 Triagem da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de M.

indica em concentracdes de 100 mg/mL, 50 mg/mL e 25 mg/mL.

Legenda: A) Placa referente ao microrganismo E. coli. B) Placa referente ao microrganismo P.
aeruginosa. C) Placa referente ao microrganismo S. epidermides. D) Placa referente ao microrganismo
S. aureus. Fonte: autoria propria

As folhas de Mangifera indica sdo utilizadas pela medicina tradicional para tratar
diabetes, bronquite, diarreia, problemas respiratorios entre outros e, a maior parte de sua
atividade biologica é conferida por seu composto fendlico Mangiferina, cuja atividade
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bactericida ja foi previamente relatada na literatura (CARDENAS et al., 2020; KUMAR et
al., 2021).

Doughari e colaboradores (2008) relataram atividade bactericida do extrato metandlico
da folha de Mangifera indica contra bactérias do género Staphylococcus, Pseudomonas e
Escherichia, dados também apresentados por outros pesquisadores posteriormente em
diferentes extratos, como o etanolico e aquoso (BATOOL et al., 2018; KUMAR et al., 2021,
DOUGHARI; MANZARA, 2008).

O estudo de triagem da atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Mangifera
indica realizado por Wilberforce e colaboradores (2017) apresenta resultados que sustentam
os valores de halos de inibicdo encontrados por este grupo de pesquisa para 0S
microrganismos dos géneros Pseudomonas e Staphylococcus (OTI WILBERFORCE;
NKECHINYERE OLIVIA, 2017).

Os resultados observados para Escherichia coli mostram que o EEB da espécie em
discussdo ndo apresenta atividade bactericida contra o microrganismo, diferindo dos trabalhos
citados anteriormente, entretanto corroborando com os resultados apresentados por Cajado e
colaboradores (2016). A diferenca dos resultados entre os estudos pode se justificar pelo
método de extracdo realizado, uma vez que a extracdo por solventes diferentes resultam na
obtencdo de compostos ativos também diferentes, também pode se justificar pela E. coli ser
um microrganismo gram-negativo, adquirindo maior resisténcia aos compostos ativos pela
caracteristica de sua membrana (CAJADO et al., 2016; TAHERI et al., 2012).

5.5.2.2 Avaliacéao do extrato etanolico bruto de Annona crassiflora

Ao realizar a triagem da atividade qualitativa do extrato etandlico bruto de Annona
crassiflora em relacdo as espécies Escherichia coli (figura 8A), Pseudomonas aeruginosa
(figura 8B), Staphylococcus epidermides (figura 8C) e Staphylococcus aureus (figura 8D) foi
possivel observar os halos de inibicdo na area do controle positivo de 19mm, 26mm, 20mm e
20mm, respectivamente, e a auséncia dos halos na area do controle negativo, mostrando que o
teste foi valido e confidvel.

Assim, de acordo com as concentracdes analisadas de 200 mg/mL, 100 mg/mL e 50
mg/mL, respectivamente, foi possivel observar para a espécie E. coli e P. aeruginosa a
auséncia dos halos de inibicdo, para S. epidermides a presenca de halo de inibicdo de 10mm

para a maior concentragdo e auséncia de halos de inibicdo nas demais concentragdes

51



analisadas, assim como S. aureus que foi observado a presenca de halo de inibicdo de 9mm

apenas para a maior concentracao.

Figura 8 Triagem da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de A.

crassiflora em concentragdes de 200 mg/mL, 100 mg/mL e 50 mg/mL.

Legenda: A) Placa referente ao microrganismo E. coli. B) Placa referente ao microrganismo P.
aeruginosa. C) Placa referente ao microrganismo S. epidermides. D) Placa referente ao microrganismo
S. aureus. Fonte: autoria propria

A familia Annonacea apresenta diversas atividades bioldgicas, dentre elas
antitumorais, antioxidante e antimicrobiana, algumas destas possiveis pela presenca de
compostos fendlicos e flavonoides (ARRUDA, HENRIQUE SILVANO et al., 2018; BIBA et
al., 2014).

Silva e colaboradores (2014) avaliaram o extrato da polpa de A. crassiflora na
concentragdo 100 mg/mL e foi observado um halo de inibicdo de 14mm para o S. aureus.
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mostrando que 0 extrato do araticum possui atividade bactericida em espécies de
Staphylococcus, fato também observado nos resultados apresentados pelo presente grupo de
pesquisa (DA SILVA, JEFERSON et al., 2014).

No teste realizado neste trabalho ndo foram encontrados atividades bactericida para os
microrganismos E. coli e P. aeruginosa, assim como Carrazza e colaboradores (2011) que
avaliaram a atividade antimicrobiana das folhas da espécie Annona crassiflora em
concentracdes de Img/mL, 100ug/mL e 500ug/mL pela técnica de difusdo em agar em cepas
de E. coli, microrganismo gram-negativo, onde ndo foi apresentado halos de inibicé&o,

corroborando também com os resultados apresentados (CARRAZZA et al, 2011).

5.5.3 Avaliacdo quantitativa da atividade microbiolégica dos extratos brutos de

Mangifera indica, Annona crassiflora e associacao dos extratos

O método escolhido para avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana dos
extratos foi 0 método de microdiluicdo em tubos, baseado nas orienta¢des do Clinical and
Laboratory Standards Institute, com modificacbes, ja que este incorpora diferentes
concentracdes da amostra preparada e determina a concentracao inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) (CLSI, 2012).

Os resultados obtidos estdo representados nas tabelas abaixo, para cada um dos
microrganismos analisados. Tem-se como ‘v’ 0s controles que mostraram resultado dentro do
esperado e ‘ ’ para as amostras em que houve crescimento microbiolégico em todas as
concentracgdes testadas, ndo sendo possivel determinas CIM e/ou CBM.

A anélise dos resultados para 0 microrganismo Staphylococcus aureus (Tabela 8) e
Staphylococcus epidermides (Tabela 9) mostram atividade para a espécie de M. indica, para o
qual obtiveram-se para Staphylococcus aureus CIM de 125 mg/mL e CBM de 250 mg/mL e
para Staphylococcus epidermides CIM de 250 mg/mL e CBM de 500 mg/mL.

Os resultados de CIM e CBM de ambos os extratos estdo em desacordo com o que foi
observado na triagem da atividade microbiana em que foi apresentado, para as duas espécies
de Staphylococcus, Annona crassiflora ativa em concentracbes acima de 200 mg/mL e
Mangifera indica em concentrac0es acima de 25 mg/mL.

Na avaliagdo quantitativa o extrato de A. crassiflora mostrou-se inativo e, em maiores
concentragfes, 0 extrato de M. indica mostrou-se ativo, em ambas as espécies de
Staphylococcus, de acordo com o que foi observado no experimento presente. Tal mudanca no

perfil dos resultados pode ser explicada pelo fato de ambos os extratos apresentarem fungdes
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bacteriostaticas, sendo no momento de contato com o extrato, como é o caso da avaliacdo
qualitativa, eles sdo capazes de inibir o crescimento bacteriano em determinada concentragédo
ja citada anteriormente. Entretanto, ao finalizar este contato e avaliar o crescimento
microbiologico em outro meio de cultura, como acontece durante a avaliacdo qualitativa,
esses microrganismos voltam a crescer (BANCALARI et al, 2020; GOMES et al, 2020)

Para M. indica tal concentracdo que a faz ter a fungdo bacteriostatica se da até 125
mg/mL para S. aureus e 250 mg/mL para S. epidermides e, concentracBes acima possuem
caracteristicas bactericidas. Para A. crassiflora ndo foram avaliadas concentragfes em que se
apresentaram essa variacdo, visto que houve crescimento bacteriano em todos os valores

avaliados.

Tabela 8: Avaliacdo quantitativa da atividade microbiolégica dos EEBs de Annona crassiflora e

Mangifera indica em col6nias de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CC ) o ] o
crassiflora indica crassiflora indica
% % % v 125 250

Tabela 9: Avaliacdo quantitativa da atividade microbiolégica dos EEBs de Annona crassiflora e

Mangifera indica em col6nias de Staphylococcus epidermides

Staphylococcus epidermides

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CC ) o ) o
crassiflora indica crassiflora indica
v v v v 250 500

Para as col6nias de Escherichia coli (Tabela 10) foi apresentada atividade apenas para
0 EEB de Mangifera indica, onde obteve-se CIM de 250 mg/mL e CBM de 500 mg/mL.

Os resultados encontrados para o0 EEB de Annona crassiflora estdo de acordo com o
apresentado pela triagem anterior e com o que foi observado na literatura através de outras

especies de frutas do género Annona, como Moraes e colaboradores (2021) relataram CIM >
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8 mg/mL da polpa de atemoia, Annona cherimoya em cepas de Escherichia coli. O resultado
encontrado para o EEB de Mangifera indica complementa o que foi apresentado na avaliagéo
qualitativa, visto que no primeiro momento ndo ha atividade, porém ao avaliar maiores
concentragcdes no teste quantitativo foi possivel observar CIM e CBM, assim como outros
autores na literatura citados em topicos anteriores (BATOOL et al., 2018; KUMAR et al.,
2021; DE MORAES et al., 2021; DOUGHARI; MANZARA, 2008).

Tabela 10: Avaliacdo quantitativa da atividade microbioldgica dos EEBs de Annona crassiflora e

Mangifera indica em col6nias de Escherichia coli

Escherichia coli

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CC ) o ) o
crassiflora indica crassiflora indica
v v v \% 250 500

Os resultados para 0 microrganismo Pseudomonas aeruginosa (Tabela 11) mostram
atividade apenas para 0 EEB de Mangifera indica, onde obteve-se CIM de 62,5 mg/mL e
CBM de 125 mg/mL.

Assim, a atividade apresentada pelos testes de triagem e quantitativo se
complementam, indicando a auséncia de atividade antimicrobiana do EEB de Annona
crassiflora para as concentragdes analisadas, como mostrado por Moraes e colaboradores
(2021) onde foi observado CIM>8 mg/mL da polpa de atemoia, Annona cherimoya, e
presenca de atividade antimicrobiana do EEB de Mangifera indica, como relatado por Bbosa
e colaboradores (2007) onde foi observado CIM 4,4 mg/mL do EEB de M. indica em cepas de
P. aeruginosa (BBOSA et al., 2007; DE MORAES et al., 2021).
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Tabela 11: Avaliagdo quantitativa da atividade microbioldgica dos EEBs de Annona crassiflora e

Mangifera indica em col6nias de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Controles do experimento CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
Annona Mangifera Annona Mangifera
C+ C- CM CC ] o ] o
crassiflora indica crassiflora indica
V V Y \Y 62,5 125

Os resultados para a associacdo dos extratos, assim como a associacdo dos
microrganismos (Tabela 12) mostram atividade bactericida e bacteristatica para todas as
espécies de microrganismo analisadas, onde obteve-se para E. coli e P. aeruginosa CIM de
62,5 mg/mL e CBM de 125 mg/mL e para as espécies do género Staphylococcus CIM de 125
mg/mL e CBM de 250 mg/mL.

A associacdo dos microrganismos foi capaz de diminuir em 50% a CIM e CBM dos

extratos em duas espécies de bactérias, sendo elas E. coli e S. epidermides.

Tabela 12 Avaliacdo quantitativa da atividade microbioldgica da associacdo dos EEBs de

Annona crassiflora e Mangifera indica em amostra contendo E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e S.

epidermides
Co-cultura + Associagdo de amostras
CIM CBM Controles do experimento
MOs (mg/mL)  (mg/mL) C+ C- M cc
E. coli 62,5 125 v v v v
P. aeruginosa 62,5 125 v v v v
S. aureus 125 250 v v v v
S. epidermides 125 250 v v v v
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5.5.4 Avaliacao da atividade prebidtica da associagdo dos extratos brutos de Mangifera

indica e Annona crassiflora

O metodo usado para avaliacdo da atividade prebidtica de ambos os extratos em
associacao foi baseado no método de microdiluicdo em tubos do teste anterior, com
modificacOes para atender o objetivo desejado no topico presente.

Para a obtencdo dos resultados foram realizadas contagens de UFCs de cada uma das
amostras em meio seletivo, onde apenas as amostras em co-cultura dos microrganismos
apresentaram crescimento de ambas as espécies de Staphylococcus e E. coli, como
apresentado na figura 9, sendo 2,17.10" + 2,44.10" UFC/mL. As demais amostras tiveram o
crescimento microbiolégico inibido. Ndo houve crescimento de P. aeruginosa também na
amostra em co-cultura, sendo possivel observar na Figura 10 a auséncia de coldnias
esverdeadas caracteristica da espécie quando em AMH.

Tais resultados sugerem que o crescimento dos microrganismos na amostra em co-
cultura se da nao pela associacdo dos extratos, mas sim pela simbiose entre as espécies, onde
seu crescimento em comunidade favorece sua sobrevivéncia (ROSENBERG, E. e ZILBER-
ROSENBERG, I., 2011; SHAPIRA, M., 2016).

Tabela 13 Avaliacdo quantitativa da atividade prebiotica da associacdo dos EEBs de Annona

crassiflora e Mangifera indica em amostra contendo E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e S.

epidermides
MO UFC (UFC/mL) Média + DP
E. coli 0+0
P. aeruginosa 0+0
S. aureus 0£0
S. epidermidis 00
Co-cultura 2,17.10" + 2,44.10°
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Figura 9 Colénias de microrganismos corada pela técnica de Gram

Legenda: A imagem acima representa dois tipos de coldnias de bactérias, ambas coradas pela técnica
de Gram. A) Mostra a presenca de bactérias do género Staphylococcus Gram positivos. B) Mostra a

presenca de bactérias da espécie E. coli Gram negativa.

Figura 10 Placa com AMH e cultivo da amostra com co-cultura

Legenda: E possivel observar colonias caracteristicas de Staphylococcus e E. coli e auséncia de

coldnias caracteristicas de P. aeruginosa.
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5.6 Citotoxicidade em fibroblastos L929

Fibroblastos sdo células presentes no tecido conjuntivo e um ser humano pode
apresentar pelo menos trés tipos de fibroblastos na pele (SORRELL, J. M. e CAPLAN, A. I.,
2004). Sua funcdo é essencial, uma vez que produz proteinas do tecido conjuntivo, como
coldgeno e elastina e tem uma funcdo fundamental na cicatrizacdo (TRACY, L. E.,
MINASIAN, R. A., & CATERSON, E. J., 2016). Assim, é de extrema importancia avaliar o
comportamento deste tipo celular frente & ambos os extratos, uma vez que o objetivo é usa-los
para compor uma formulacgéo para a pele (WERKMAN, 2009).

Ao entrar em contato com o extrato as células podem se manter viaveis ou nao,
dependendo da concentracdo analisada. O corante SRB se liga as proteinas das células viaveis
e, a partir da leitura em espectrofotdmetro, é possivel encontrar o ICso, valor que representa
50% de celulas viaveis (NADAL; KANUFRE, 2019).

E possivel observar na Figura 11 a viabilidade celular em relagdo as concentragdes
testadas, de ambos os extratos em células murinas L929, onde foram determinados o 1Cso nos
tempos de 24h, 48h e 72h, sendo para A. crassiflora, respectivamente, 14,94mg/mL,
0,7417mg/mL e 0,2868mg/mL e para M. indica, respectivamente, 2,754mg/mL, 46,08mg/mL
e 1,751mg/mL.

Os perfis de ambos os graficos sdo semelhantes, onde a viabilidade celular no tempo
de 72h é maior que a viabilidade celular no tempo de 48h, o que pode ser explicado pela
dificil solubilizacdo dos extratos, uma vez que o teste foi iniciado em uma concentracéo
elevada do mesmo, por ser um extrato vegetal onde se encontram diversas substancias com
diferentes perfis frente a célula e uma posterior adaptacdo das células frente as substancias
(MAHDI POUR, B., LATHA, L. Y. e SASIDHARAN, S., 2011; NOOR, S. A. etal., 2022).
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24 horas - 1Cgg: 14,94mg/mL 24 horas - 1Csy: 2,754mg/mL

48 horas - 1Cgq: 0,7417mg/mL 48 horas - 1Csy: 48,08mg/mL

72 horas - 1Cg: 0,2868mg/mL 72 horas - ICsy: 1,751mg/mL

Figura 11 Graficos representando a curva de viabilidade celular conforme a
concentracdo em mg/mL para os EEBs nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

5.7 Avaliacéo da formulacéo

5.7.1 Teste de centrifugacéo

A avaliacéo da estabilidade da emulsdo foi realizada pelo teste de centrifugacéo, onde
a aceleracdo das moléculas dentro do equipamento faz com que, caso haja algum problema na
emulsdo, ela se apresente imediatamente (LATREILLE, B., & PAQUIN, P.,1990; SMITH, A.
L., & MITCHELL, D. P.,1976). Assim, como é possivel observar na Figura 12, a amostra se
mantém estavel, ndo apresentando separacdo de fases, tanto em sua versdo branca quanto em
sua versdo com a associacdo dos extratos. Portanto, a adi¢do de 3% do extrato ndo é capaz de
desestabilizar a formulagéo.
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Figura 12 Amostras de formulacéo branca e com associagdo dos EEB antes e ap6s a
centrifugacdo

Legenda: A) Amostra de formulagdo branca antes da centrifugacdo. B) Amostra de
formulagdo com associagdo dos EEBs antes da centrifugacdo. C) Amostra de formulacéo
branca apds a centrifugacdo. D) Amostra de formulagdo com associacdo dos EEBs apos a
centrifugacao.

5.7.2 Avaliacédo do comportamento reoldgico

Ao avaliar o comportamento reologico de uma formulagdo, avaliamos como sua
viscosidade se comporta sob a tensdo do cisalhamento (PAL, 2011). Na Figura 13 é possivel
observar que a amostra de formulagcdo sem o extrato (Figura 13A) possui 0 mesmo
comportamento reologico que a amostra de formulagdo com a associacéo dos extratos (Figura
13B).
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O valor alto do indice de consisténcia, sendo 41942 para a formulacdo branca e 21006
para a formulacdo com os extratos mostra que é um fluido consistente, caracteristico de
creme, sendo a consisténcia da formulacdo branca maior que a consisténcia da formulagéo
com extrato. Tais valores mostram que a adicdo da associacdo de extratos diminui a
viscosidade da emuls&o.

O valor do indice de fluxo para ambas as amostras € menor que 1, sendo 0,33 para a
formulacdo branca e 0,45 para a formulagcdo com os extratos, mostrando assim que ambas

possuem comportamento de liquido ndo-Newtoniano, pseudoplastico e tixotropico.
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Figura 13 Avaliagdo reoldgica da emulsao

Legenda: A) Avaliacdo reologica da emulséo branca, sem adicdo dos extratos. B) Avaliagéo reoldgica
da formulagdo com a associagao dos extratos.
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6. CONCLUSAO

E possivel observar a presenca de compostos fenolicos e flavonoides na Mangifera
indica e o potencial antimicrobiano para algumas espécies estudadas da mesma planta, tanto
nos testes qualitativos quanto nos quantitativos.

Para Annona crassiflora € possivel observar a presenca, ainda que em baixas
concentracdes, de compostos fendlicos e a atividade bactericida para algumas espécies
estudadas nos testes qualitativos.

A associacdo dos extratos age de forma diferente e ndo totalmente compreendida. Ao
analisar a co-cultura é possivel observar diferentes resultados da anélise dos microrganismos
separadamente, sendo necessario explorar melhor os métodos para avaliar a influéncia dos
extratos neste parametro.

Assim é possivel considerar o potencial das espécies em alterar a microbiota da pele e
através do estudo realizado foi-se capaz de chegar ao objetivo de desenvolver uma formulacéo
cosmética, destinada ao uso na pele da face, contudo é necessario maior estudo para se chegar

na atividade prebidtica ideal.
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PERSPECTIVAS

Para avaliar a propriedade prebidtica para uma microbiota complexa é necessario se
aproximar mais do real através de testes em uma cultura de swab de pele de voluntarios
humanos.

Para alcancar o cosmetico prebiotico ideal é necessario avaliar outras variacbes das
concentragcdes dos extratos e encontrar melhores respostas para 0 mecanismo de atuacgdo da
associacgéo.

A analise quantitativa de oligossacarideos na polpa madura de Annona crassiflora por

HPLC também sera proposta, a fim de se conhecer melhor o extrato avaliado.
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