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RESUMO

Neste trabalho avaliamos a nanotoxicidade de compostos bioativos, em particular a berberina que é um
alcaloide isoquinolinico, de sabor amargo e cor amarela, que possui caracteristicas antioxidantes,
anti-inflamatoria e neuroprotetor. Nos testes foram utilizados, como modelo biologico, Drosophila
melanogaster, pois elas apresentam alta sensibilidade a substancias toxicas e seu uso promove os 3Rs
(redugdo, refinamento e substituicdo) da utilizagdo de animais de laboratdrios em testes de toxicidade.
Com isso, foi usada a berberina livre, a berberina em etanol e nanoparticulas de berberina em
concentragoes de 3,0, 10,0, 30,0, 100,0uM. Foram feitos testes in vivo e ex vivo. Com as analises
podemos observar que nas moscas tratadas com nanoparticulas de berberina na concentragdo mais alta
houve diferenga significativa quando comparada as moscas tratadas em concentragdes mais baixas, tanto
nos testes in vivo como no ex vivo.
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ABSTRACT

This work presents research on the nanotoxicity of bioactive compounds, in particular a berberine, which
is an isoquinoline alkaloid, with a bitter taste and yellow color, with antioxidant, anti-inflammatory and
neuroprotective characteristics. In the tests, Drosophila melanogaster was used as a biological model, as
they are highly sensitive to toxic substances and their use promotes the 3Rs (reduction, refinement and
replacement) of the use of laboratory animals in toxicity tests. Thus, free berberine, berberine in ethanol
and berberine nanoparticles in services of 3.0, 10.0, 30.0, 100.0uM were used. In vivo and ex vivo tests
were performed. With the analysis we can see that in flies treated with berberine nanoparticles at a
concentration of 100 pM there was a significant difference when compared to flies treated in more
swamps, both in in vivo and in ex vivo tests.

Keywords: Berberine, Nanoencapsulation, Drosophila melanogaster.
INTRODUCAO

Compostos bioativos trazem beneficios a satde humana como redugdo de risco de desenvolvimento
de doengas cronicas degenerativas (ALTEMIMI et al., 2017). Dentre os compostos bioativos podemos
destacar a berberina que ¢ um alcaldide que pode ser encontrada em raizes, caules, rizomas e cascas. Estudos
relatam que a berberina possui inumeros beneficios farmacologicos, inclusive para tratamentos contra
hepatite, cancer, estomatite, diarreia e diabetes tipo dois, apresenta atividade antioxidante, antiprotozoaria,
antimicrobiana e anti-inflamatoria. (SAHIBZADA et al., 2021).

Apesar de todos os beneficios da berberina ela tem baixa solubilidade em agua e é suscetivel ao
oxigénio, luz e calor, resultando em baixa taxa de dissolugdo e biodisponibilidade, desta forma dificultando
sua taxa de dissolugdo e seu uso clinico, levantando assim a importincia da discuss@o de estratégias para
melhorar suas limitagdes (SAHIBZADA et al., 2021).

Desta forma, a nanotecnologia tem sido aplicada, com foco na fabricagdo, caracterizacdao e
manipulagdo de nanoestruturas com bioativo. Da seguranca alimentar a sintese molecular de novos produtos
e novos ingredientes, essas aplicagdes na ciéncia de alimentos frequentemente afetam aspectos importantes,
como a industria de alimentos (PATHAKOTI; MANUBOLU; HWANG, 2017). Como estratégia para
melhorar a solubilizagdo optou-se pela nanoencapsulagdo da berberina. A nanoencapsulacdo melhora a
solubilidade, causando estabilizagdo dos materiais ativos uma vez que o material da parede atua como
barreira fisica para proteger o composto ativo (SALARI et al., 2015).

Sobre os riscos que a nanotecnologia pode trazer ao ser humano, ainda existem muitas incertezas,
devido a sua aplicagdo, relacionada a verificacdo da toxicidade das nanoparticulas para avaliar seus riscos a
saude (E;HWANG, 2016);(KUMAR et al., 2020). Técnicas para a determinagdo da toxicidade de compostos
sdo utilizadas principalmente em vertebrados, entretanto modelos alternativos vem substituindo efetivamente
inimeras vantagens, incluindo baixo custo (KLIMACZEWSKI etal., 2018). A toxicidade pode ser definida
como uma reacao adversa relacionada aos agentes fisicos,quimicos e bioldgicos nos seres humanos, animais
e meio ambiente (KUMAR et al., 2020).

A Drosophila melanogaster, conhecida como mosca da fruta, tem muitas vantagens técnicas sobre os
modelos de vertebrados, sendo facil e barato de cultivar em condi¢des de laboratorio. Possuem um ciclo de
vida mais curto, podem produzir um grande nimero de embrides colocados externamente e podem ser
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geneticamente modificados de varias maneiras (JENNINGS, 2011). A Drosophila melanogaster ¢ um
organismo modelo importante que pode ser usado para avaliar a toxicidade ou os efeitos benéficos de varias
substancias quimicas, incluindo aquelas derivadas de plantas, devido a proximidade sistémica dessas
espécies com os humanos, varias espécies sao utilizadas como organismos modelo para estudos de toxicidade
in vivo (EOM et al., 2017); (ANDERSEN; WINTER, 2019); (ANHOLT, 2020).

Desta forma, este estudo visa colaborar na ampliagdo dos conhecimentos a respeito efeitos berberina,
com a utilizagdo do método de dispersdo solida para a producdo das nanoparticulas e avaliando a toxicidade
utilizando Drosophila melanogaster como modelo biologico, na tentativa de melhorar as propriedades
tecnologicas do bioativo mediante experimentos in vivo ex vivo.

METODO

As Drosophila melanogaster foram criadas ¢ mantidas em frascos de vidro na incubadora do tipo
BOD, sob condigdes padrdo (23 + 1°C, 50% de umidade), em ciclo de 12 horas claro/escuro. Foram
alimentadas com 2 colheres de sopa de meio padrdo (a base de farinha de milho; levedura; sacarose; leite em
po; e antifiingico).

Para o teste in vivo de sobrevivéncia, utilizamos moscas sincronizadas (moscas com 0 mesmo tempo
de vida). Para a sincronizagdo foram escolhidos vidros em boas condi¢des e que apresentaram um maior
numero de larvas, sendo que todas as moscas vivas foram retiradas restando apenas as larvas dentro dos
vidros. Apods 2 ou 3 dias, as larvas comecgaram a eclodir e apos mais dois dias as moscas jovens tornaram-se
adultas e assim utilizamos para o teste. Com as moscas anestesiadas sob-refrigeragao, foram transferidas 100
moscas para o meio de analise previamente preparado (1% de agar; 1% de levedura; 0,05% de sacarose; 1%
de leite em po; 0,08% de metilparabeno) com concentragdes diferentes de berberina e controle agua (3,0,
10,0, 30,0, 100,0uM). O teste foi realizado com a berberina livre, berberina livre em etanol e nanoparticulas
de berberina.

Figura 1: Esquema ilustrativo teste in vivo.
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Fonte: Autoria propria.

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada pela contagem diaria do nimero de moscas vivas até o final do
periodo experimental de 5 dias (N=5) e comparadas com o grupo controle.
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Neste estudo foi determinado o efeito da dieta suplementada com berberina livre (A), berberina em

etanol (B) e nanoparticulas de berberina (C) na taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster.

Figura 2: Efeito da dieta suplementada com berberina livre em agua (A), berberina livre em etanol (B) e

nanoparticulas de berberina (C) na taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster.
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Vale ressaltar que tanto a berberina livre em agua, berberina livre em etanol e nanoparticulas de berberina
sdo dispersas em meio aquoso e, a seguir, dispersas em aditivos alimentares das Drosophila melanogaster
que por sua vez ¢ altamente hidrofilico.

Ao analisar os resultados, no final do tratamento de cinco dias observamos que as moscas mantidas em
meio contendo barberina em agua e berberina em etanol em todas as doses testadas (Fig. 2 A e B) ndo
apresentaram alteragOes significativas na taxa de sobrevivéncia quando comparadas ao controle. Houve uma
diminui¢do significativa na sobrevivéncia de moscas apos o quarto dia de tratamento com nanoparticulas de
berberina somente na concentragdo de 100uM, quando comparado com o controle (sem suplementagdo com
as nanoparticulas contendo curcumina) (Fig. 2 C).

CONCLUSAO

Podemos concluir que a mortalidade das moscas em nanoparticulas de berberina na concentracdo de
100uM isso ocorreu por ser uma dosagem muito elevada, entretanto essa mortalidade ndo atingiu a DL,
permanecendo dentro dos limites de seguranga, ndo foram encontrados na literatura sobre o efeito da
berberina nas Drosophila melanogaster nas concentragdes ¢ periodo de dias utilizados neste estudo. Na
literatura ¢ possivel encontrar trabalho semelhante, mas analisando a influéncia da curcumina na taxa de
sobrevivéncia das drosophilas (ABOLAIJI et al., 2020).

Com isso os estudos podem ser continuados ¢ concentragdes menores de nanoparticulas de berberina que
ndo causaram mudangas expressivas nos experimentos.
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