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RESUMO

A hipertensao arterial € uma preocupacao global de saude, especialmente no Brasil, onde os
tratamentos atuais apresentam limitagfes. Busca-se por alternativas terapéuticas promissoras,
como os compostos fendlicos das folhas de Morus nigra L., que mostram potencial na regulacéo
da pressdo arterial. Nesse contexto, este estudo visou desenvolver nanoparticulas contendo
compostos fendlicos do extrato aquoso de Morus nigra L. para o tratamento da hipertensdo
arterial. Inicialmente, houve um controle e padronizagao das condi¢des extrativas do extrato de
Morus nigra L. obtido por folhas de duas localidades diferentes (Pernambuco PE e Paraiba PB,
Brasil), utilizando um planejamento fatorial fracionado para maximiza¢do dos compostos
majoritarios por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Além disso, foi determinado
o teor de compostos fendlicos totais, bem como, atividade antioxidante para comparagao dos
extratos escolhidos. Para o desenvolvimento das formulagdes, foi efetivada uma otimizagao
através de planejamento experimental de triagem (fatorial fracionado) e de superficie (Box-
Behnken), que possibilitou a escolha de nanoparticulas (NPs) com melhor tamanho, indice de
polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulamento (EE) através de duas
técnicas de obtencdo de NPs (nanoprecipitacdo e dupla emulsificagdo por evaporagdo do
solvente). Além disso, foi realizado o teste de compatibilidade entre os componentes da
formulagdo Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) e Termogravimetria (TG). Os NPs
escolhidos também foram caracterizados por testes in vitro de cinética de liberagao,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e citotoxicidade em células endoteliais. Desta
forma, a maior concentracdo de fenolicos consistiu do extrato obtido da PB com 7,05 mg
equivalentes de acido galico/g de amostra, enquanto o extrato obtido de PE apresentou 3,42 mg
equivalente de acido gélico/ g de amostra. Os resultados dos estudos revelaram que o extrato
aquoso obtido no estado da PB teve a atividade inibitoria do radical DPPH maior (43,99%),
comparado ao estado de PE (29,33%), sendo assim, o extrato da PB com condi¢des extrativas
de infusdo usando temperatura de 85°C; droga:solvente (25:250) e tempo de 30 minutos foi o
escolhido para encapsulagdo em NPs. Os resultados demonstraram compatibilidade entre o
extrato e os componentes da formulagdo. O planejamento experimental resultou em NPs com
tamanho de 175 nm, PDI 0,1855, PZ + 35,2 mV e EE 93,46% para dupla emulsificagdo,
enquanto que para o método de nanoprecipitagdo, obteve NPs com tamanho de 274 nm, PZ
+41,4 mV ¢ EE 89,39%. O MEV comprovou a formacao de NPs esféricas, lisas ¢ com tamanhos
similares ao encontrado por espalhamento de luz. Os compostos fenolicos foram liberados de
maneira apropriada das NPs, seguindo o modelo de Weibull. Esse processo foi aplicado tanto
na nanoprecipitagdo quanto na dupla emulsificagdo. A etapa subsequente envolveu a
liofilizacdo, sendo empregada maltodextrina como crioprotetor, em condices de liberacao
semelhantes. Nao houve citotoxicidade em células endoteliais do cordao umbilical humano
através das concentracoes utilizadas do extrato aquoso, enquanto as NPs foram citotoxicas nas
concentragdes acima de 375 pg/mL. Portanto, foi possivel obter NPs com propriedades fisico-
quimicas adequadas, com cinética de libera¢do prolongada, que podem ser promissoras para
administracdo oral, porém, mais estudos sdo necessarios para comprovar sua eficacia e
desempenho.

Palavras-chave: nanocarreador; liberacdo modificada; amoreira; extrato vegetal; experimental
design.



ABSTRACT

High blood pressure is a global health concern, especially in Brazil, where current treatments
have limitations. There is a search for promising therapeutic alternatives, such as phenolic
compounds from the leaves of Morus nigra L., which show potential in regulating blood
pressure. In this context, this study aimed to develop nanoparticles containing phenolic
compounds from the aqueous extract of Morus nigra L. for the treatment of arterial
hypertension. Initially, there was control and standardization of the extractive conditions of the
Morus nigra L. extract obtained from leaves from two different locations (Pernambuco PE and
Paraiba PB, Brazil), using a fractional factorial design to maximize the majority compounds by
high-performance liquid chromatography. (HPLC). Furthermore, the content of total phenolic
compounds was determined, as well as antioxidant activity for comparison of the chosen
extracts. For the development of the formulations, optimization was carried out through
experimental planning of screening (fractional factorial) and surface (Box-Behnken), which
made it possible to choose nanoparticles (NPs) with better size, polydispersity index (PDI),
potential zeta (PZ) and encapsulation efficiency (EE) through two techniques for obtaining NPs
(nanoprecipitation and double emulsification by solvent evaporation). Furthermore, a
compatibility test was carried out between the components of the Infrared Spectroscopy (FTIR)
and Thermogravimetry (TG) formulation. The chosen NPs were also characterized by in vitro
release kinetic tests, Scanning Electron Microscopy (SEM) and cytotoxicity in endothelial cells.
Thus, the highest concentration of phenolics consisted of the extract obtained from PB with
7.05 mg gallic acid equivalents/g of sample, while the extract obtained from PE presented 3.42
mg gallic acid equivalent/g of sample. The results of the studies revealed that the aqueous
extract obtained in the PB state had a higher DPPH radical inhibitory activity (43.99%),
compared to the PE state (29.33%), thus, the PB extract with conditions infusion extractives
using a temperature of 85°C; drug:solvent (25:250) and a time of 30 minutes was chosen for
encapsulation in NPs. The results demonstrated compatibility between the extract and the
components of the formulation. The experimental planning resulted in NPs with a size of 175
nm, PDI 0.1855, PZ + 35.2 mV and EE 93.46% for double emulsification, while for the
nanoprecipitation method, NPs with a size of 274 nm, PZ +41.4 mV and EE 89.39%. The SEM
confirmed the formation of spherical, smooth NPs with sizes similar to those found by light
scattering. The phenolic compounds were appropriately released from the NPs, following the
Weibull model. This process was applied to both nanoprecipitation and double emulsification.
The subsequent step involved freeze-drying, using maltodextrin as a cryoprotectant, under
similar conditions. There was no cytotoxicity in human umbilical cord endothelial cells by the
aqueous extract, while the NPs were cytotoxic at concentrations above 375 pg/mL. Therefore,
it was possible to obtain NPs with adequate physicochemical properties, with prolonged release
kinetics, which may be promising for oral administration, however, more studies are needed to
prove their efficacy and performance.

Keywords: nanocarrier; modified release; mulberry; plant extract; experimental design.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo é uma doenca cronica definida como pressao arterial (PA) sistélica
e diastolica igual ou superior a 140/90 mmHg. As doencas cardiovasculares sdo as
principais responsaveis pela morbimortalidade, revelando que a hipertensdo ocupa o
primeiro lugar na lista da contagem global total de mortes, com 12,8% (Vazquez; Klinger,
2020). A pressédo alta pode ser secundaria a varias causas tanto ambientais, genéticas,
anatdmicas, neurais, endocrina, humorais e hemodinamicas, mas na grande maioria dos
pacientes a hipertensdo primaria geralmente ndo tem etiologia reconhecida e acomete
95% dos casos. Ndo sendo tratada, pode levar a hipertrofia cardiaca e eventualmente a
um infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca. Embora
muitas terapias estejam disponiveis para o tratamento da hipertenséo as principais classes
de medicamentos utilizados para o tratamento de doencas cardiovasculares apresentam
inimeros efeitos colaterais e baixa biodisponibilidade oral, tornando-se necessario a
busca por novos agentes terapéuticos (Ferrario et al., 2016; Guyenet, 2006; Mulder et al.,
2022).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo utilizados pela humanidade desde
tempos imemoriais e sdo largamente avaliados para melhoria do indice terapéutico em
diversas patologias. Nos ultimos anos, a espécie de Morus nigra L., conhecida como
amoreira preta, uma arvore pertencente a familia Moraceae, tem sido extensivamente
estudada como uma fonte de compostos bioativos naturais com impacto benéfico na
salde, demostrando efeitos bioldgicos e fisioldgicos incluindo efeitos antimutagénicos,
hipoglicémicos, hipotensores e diuréticos que sdo amplamente explorados na medicina
tradicional. Estudos fitoquimicos relatados por alguns autores confirmam que a folha de
Morus nigra L. é rica em constituintes fenélicos, principalmente o &cido cafeoilquindico,
acido clorogénico, acido ferulico, isoquercitrina, rutina, kaempferol-3- O - (6-malonil) -
glucosido e &cido sirico em espécie cultivada no Brasil, com evidéncias em estudos na
medicina chinesa tradicional e cientifica, que esses compostos de multiplos alvos podem
estar associados as propriedades farmacoldgicas derivadas da planta no manejo de varias
doengas, incluindo a hipertensédo (Hao et al., 2022; Zorzi et al., 2020).

Devido suas importantes aplica¢gBes medicinais, uma caracteristica importante da
espécie € esté incluida na Lista de Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse

para o Sistema Unico de Sadde Brasileiro (RENISUS). Neste relatorio esta incluido as
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principais plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos farmacéuticos
de interesse para saude publica do Brasil.

Neste contexto, em busca de otimizar e preservar as caracteristicas destes
compostos, surge a exploragéo de tecnologias inovadoras, como o uso de nanoparticulas.
Essa abordagem visa superar desafios associados a administracdo oral de medicamentos,
como baixa solubilidade e permeabilidade. E nesse grupo, as nanoparticulas poliméricas
oferecem estabilidade em fluidos bioldgicos e no armazenamento, além de propriedades
fisico-quimicas que permitem liberacdo prolongada e/ou controlada de medicamentos.
Elas também melhoram a biodisponibilidade, absor¢do e acimulo no local de acéo, além
de aumentar a estabilidade do ativo e facilitar a producdo em larga escala. Assim, a
convergéncia entre a riqueza natural da amoreira preta e as vantagens da nanotecnologia
abre novas perspectivas para tratamentos mais eficientes (Laller et al., 2020; Zhang,
Weisen et al., 2021).

Tendo em vista tais consideracdes, este trabalho se prop6s a obter um sistema de
liberacdo controlada do extrato aquoso de Morus nigra L. a partir da producdo de NPs. O
estudo também possuiu como pressuposto atribuir um maior valor agregado a planta, de
forma a contribuir para a formagdo de um elo entre pequenos produtores rurais
nordestinos e a indastria farmacéutica, que promova o desenvolvimento social e
econémico. Para isso, foi realizada uma série de otimizacBGes no planejamento inicial,
tanto de formulacdo, como de processo, visando a obtencdo de nanoparticulas com
melhores propriedades fisico-quimicas, que apresentem estabilidade e cinética de

liberacdo prolongada.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoparticulas a base de extrato das folhas de Morus nigra L. como

tratamento para hipertensdo arterial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

f)

9)

h)

)
K)

Obter, processar e caracterizar o material vegetal a base de Morus nigra L;
Otimizar o método extrativo aquoso da matéria-prima vegetal, a partir de um
planejamento fatorial fracionado 3%, utilizando como fatores independentes:
temperatura de extracdo, tempo para filtracdo e propor¢édo droga:solvente;
Quantificar e identificar os marcadores quimicos majoritarios por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Obter e caracterizar fisico-quimicamente o extrato seco e fluido a base de Morus
nigraL.;

Desenvolver e validar a metodologia analitica de quantificacdo de compostos
fenolicos totais por espectrofotometria de absorcdo na regido ultravioleta-visivel
(UV-VIS);

Realizar estudo de compatibilidade do extrato seco de Morus nigra L. e
excipientes;

Obter e caracterizar nanoparticulas por diferentes métodos que proporcionem a
incorporacéo do extrato de Morus nigra L. atraves de planejamento estatistico;
Proceder as caracterizagdes fisico-quimicas e confirmacdo da formacdo das
nanoparticulas;

Avaliar a estabilidade de armazenamento das nanoparticulas em diferentes
condicgdes de temperatura;

Realizar a liofilizacdo da nanoparticula obtida;

Conduzir ensaios de liberacdo in vitro e perfil cinético das nanoparticulas obtidas;

Conduzir ensaio de citotoxicidade in vitro de nanoparticulas obtidas.



19

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

3.1.1 Caracterizacéo da doenca

A Pressao Arterial (PA) € conceituada como o resultado da multiplicagdo entre o
Débito Cardiaco e a Resisténcia Vascular Periférica. O Débito Cardiaco representa o
volume de sangue ejetado pelo coracdo em relagdo ao volume que retorna ao coragdo. Em
outras palavras, ¢ a forca com que o coracao impulsiona o sangue em relagao a quantidade
recebida pelo coragdo, expressando a quantidade de sangue que o ventriculo esquerdo (o
principal ventriculo cardiaco) bombeia para fora em um minuto. Este parametro ¢ uma
medida da eficacia com que o coragdo distribui o sangue para todo o corpo. O célculo do
Débito Cardiaco ¢ realizado multiplicando-se a frequéncia cardiaca pelo volume sistolico,
que ¢ a quantidade de sangue ejetado a cada batimento. A unidade de medida usual € litros
por minuto (L/min). Um adequado Débito Cardiaco € essencial para assegurar que todos
os orgdos e tecidos do corpo recebam a quantidade apropriada de sangue e oxigénio para
desempenhar suas fungdes de maneira eficiente. Alteragdes no desempenho cardiaco
podem influenciar a Pressao Arterial; por exemplo, um aumento no Débito Cardiaco pode
ocasionar um aumento na Pressdo Arterial Sistolica (PAS), enquanto uma diminui¢ao no
Débito Cardiaco pode resultar em uma redugdo na PAS. (Mahajan et al., 2020; Mulder et
al., 2022).

A resisténcia vascular periférica refere-se a oposi¢cao encontrada pelo sangue ao
circular pelos vasos sanguineos periféricos, como arteriolas, capilares e vénulas,
localizados fora do coragdo. Esta resisténcia ¢ determinada pelo diametro dos vasos
sanguineos e pelas propriedades viscosas do sangue. Quando os vasos estdo dilatados, a
resisténcia diminui e o fluxo sanguineo aumenta; por outro lado, quando os vasos estao
contraidos, a resisténcia aumenta e o fluxo sanguineo diminui (Oliveira; Nadruz; Monica,
2022a).

A resisténcia vascular periférica ¢ um dos principais determinantes da PA. Quando
aresisténcia aumenta, o coragdo precisa exercer mais forca para bombear o sangue através
dos vasos, gerado em uma subida da PA. Da mesma forma, quando a resisténcia diminui,
a PA tende a diminuir (Oliveira; Nadruz; Ménica, 2022a).

Assim, quando se multiplica essas duas varidveis, obtém-se o valor da PA;

portanto, se o débito cardiaco aumenta, a PA também aumenta, da mesma forma que a
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resisténcia vascular periférica. Portanto, essas duas varidveis sdo diretamente
proporcionais.

PA elevada ¢ definida como PAS >140 mmHg ou pressao arterial diastélica (PAD)
>90 mmHg. A medida casual da PA para fins de diagnostico, € realizada em consultorio
e/ou fora dele. Além disso, tendo conhecimento de diversos fatores que podem influenciar
na medida da pressdo, além da medida casual, devem ser considerados para diagndstico,
a monitorizacao ambulatorial da pressao arterial (MAPA), que se trata de um método que
permite o registro indireto e intermitente da PA durante 24 horas ou mais, enquanto o
paciente realiza suas atividades habituais durante os periodos de vigilia e sono. Outra
op¢ao seria a monitorizagao residencial da pressao arterial (MRPA), uma modalidade de
medicao realizada com protocolo especifico, consistindo na obtengao de trés medicdes
pela manha, antes do desjejum e da tomada dos medicamentos, e trés a noite, antes do
jantar, durante cinco dias (Bourque; Hiremath, 2022; VVazquez; Klinger, 2020).

Dentre os fatores de riscos para o desenvolvimento da HAS, de acordo com as
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial — 2021 (Markman et al., 2021), destacam-
se a genética, idade avancada, sexo, etnia, sobrepeso e/ou obesidade, ingestdo elevada de
sodio, sedentarismo, ingestdo de alcool, além de fatores socioeconémicos, incluindo
menor escolaridade, condi¢Ges de habitacdo inadequadas e baixa renda familia. A pressao
alta atinge mais de 30 milhdes de brasileiros e mortes aumentam 72% em 10 anos. Em
dez anos, quase 300 mil pessoas perderam a vida para a doenca, que tem tratamento. Os
dados sdo do Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM) do Ministério da Salde e
levam em conta o que esté escrito na declaracdo de 6bito (Bromfield; Muntner, 2013).
Especialistas afirmam, porém, que os nimeros podem ser ainda maiores: 600 mil mortes
causadas por hipertensdo ao longo de uma década (Forouzanfar et al., 2017).

Isso ocorre porque a hipertensdo tende a ser mais letal quando afeta 6rgaos
essenciais para o funcionamento do corpo humano, como o coracdo e o cérebro. Além
disso, é o principal fator de risco para doencas cardiovasculares, doencas renais cronicas
e morte prematura, estando diretamente associada a casos de infarto e acidente vascular
cerebral (AVC). Isso se deve ao fato de o coracdo ser sobrecarregado, o que resulta no
aumento da massa muscular cardiaca e, posteriormente, na dilatacdo do mesmo. Essas
alteracdes cardiacas podem levar a insuficiéncia cardiaca. Nas artérias, a pressao arterial
elevada danifica a parede, acelerando a formacéo de depdsitos de gordura e causando

estreitamento da luz arterial. Como resultado desse estreitamento, o0 paciente tem maior
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probabilidade de desenvolver angina e/ou infarto agudo do miocéardio (Sheikh et al.,
2023; Vazquez; Klinger, 2020).

Apenas 10% dos hipertensos apresentam sinais da doenca, os sintomas, quando
acontecem, geralmente se manifestam quando ha um pico de pressdo elevada e incluem:
dores no peito, fraqueza, tonturas, zumbido no ouvido, visdo embacada, dor de cabeca e
sangramento nasal. No Brasil, cerca de 60% dos idosos tém hipertensdo. A taxa de
mortalidade da populacdo de 60 a 69 anos é de 41,4 ébitos por mil habitantes. Ja para a
faixa etaria de 70 a 79 anos, sdo 97 Obitos por mil habitantes. Esse nimero salta para
381,7 na populagdo com 80 anos ou mais. Globalmente, 3,5 bilhdes de adultos agora tém
niveis de PA sistolica ndo ideais (ou seja, >110-115 mmHg) e 874 milhdes de adultos
tém PA sistolica >140 mmHg. Assim, aproximadamente um em cada quatro adultos tem
hipertensdo (Kearney et al., 2005; Zhou et al., 2017).

A principal caracteristica dos individuos hipertensos ¢ a combinacdo entre o
aumento tanto do débito cardiaco quanto da resisténcia vascular periférica devido
sobretudo a um inadequado funcionamento do sistema nervoso simpatico na regulacao da
PA, assim como também hd uma desregulacao no sistema renina angiotensina-aldosterona
que tem como consequéncia final o aumento da vasoconstri¢do arterial e, com isso,
elevacdo da PA. O desenvolvimento da hipertensdo arterial pode ser influenciado por
fatores anatomicos, genéticos, endocrinos, humorais, hemodinamicos, ambientais e
neurais. No entanto, as vias mecanisticas pelas quais a hipertensdo essencial se
desenvolve ainda ndo foram totalmente compreendidas. A disfun¢do vascular, que ¢
caracterizada por disfun¢do endotelial, inflamacao cronica de baixo grau e remodelacao
estrutural, desempenha um papel crucial nas doengas cardiovasculares, incluindo o
surgimento e a perpetuagdo da hipertensdo arterial (Oliveira; Nadruz; Moénica, 2022a).

Desta forma, a hipertensdo ¢ uma condi¢do de saude complexa, cujos controles
fisiopatologicos sdao responsaveis por serem multifacetados, e possuem influéncia do
background genético. A hipertensdo primdaria esta associada a varios tipos de genes, e
algumas variantes alélicas desses genes estdo associadas a um maior risco de desenvolver
essa condigdo. E importante notar que quase todos os casos de hipertensio primaria tém
uma histéria familiar positiva, o que evidencia a influéncia da predisposi¢cdo genética
(Oliveira; Nadruz; Monica, 2022a; Sindler et al., 2011).

Além disso, a manifestagcdo da hipertensao ¢ garantida por fatores ambientais, que
também desempenham um papel significativo no desenvolvimento dessa condi¢dao. Entre

esses fatores ambientais, destacam-se: alta ingestao de sddio (Na+), ma qualidade do sono
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ou apneia do sono, consumo excessivo de alcool e alto estresse mental (Gangwisch, 2014;
Sindler et al., 2011).

Assim, a interagdo complexa entre fatores genéticos e ambientais influencia a
progressao da hipertensdo. Compreender esses elementos ¢ essencial para o diagnostico
precoce e a aplicacdo de estratégias eficazes de prevengao e tratamento. Por isso, através
da figura 1 podemos observar os principais mecanismos neuroendocrinos que sao

responsaveis por realizar a regulacao da PA e que serdao discutidos nos topicos seguintes.

Figura 1- Os principais sistemas neuroendécrinos envolvidos na regulacdo da presséo

arterial
SRAA SNS Endotélio Estresse Peptideos
oxidativo natriuréticos
T
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- =T :\\ #
© %@
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Legenda:. PA: Pressdo arterial, SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona; SNS: Sistema nervoso
simpatico, NO= 6xido nitrico; ROS: Espécie reativas de oxigénio

Fonte: Autoria propria

3.1.1.1 Principais vias moleculares envolvidas na disfuncéo da pressao arterial
3.1.1.1.1 Sistema nervoso simpatico

Para regulagdo da PA, existem varios mecanismos, dentre eles os barorreceptores
desempenham um papel fundamental no controle da PA no corpo humano. Sao receptores
sensoriais localizados em determinadas areas do sistema cardiovascular, como a parede
das artérias, especialmente nas artérias carétidas e na aorta. Esses barorreceptores sao

sensiveis as mudancas de PA e t€m a capacidade de detectar alteragdes na distensdo
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(estiramento) das paredes arteriais. Quando a PA aumenta, as paredes arteriais se esticam
mais, ¢ os barorreceptores detectam esse aumento no estiramento. (Delalio; Sved,;
Stocker, 2020a; Jan et al., 2021; Lee et al., 2023; Rokosh; Simpson, 2002).

Por outro lado, quando a PA diminui, as paredes arteriais ficam menos esticadas,
e os barorreceptores percebem essa reducdo. Os barorreceptores enviam informagdes
sensitivas ao sistema nervoso central, principalmente para o bulbo carotideo e o nticleo
do trato solitario no cérebro, essas informagdes sdo processadas pelo sistema nervoso
central, que respondem através do sistema nervoso autonomo e quando ativados liberam
para regular a PA ¢ manter um equilibrio adequado (Guyenet, 2006; Rokosh; Simpson,
2002).

Quando os barorreceptores detectam um aumento significativo na PA, eles enviam
sinais para diminuir a frequéncia cardiaca e relaxar os vasos sanguineos, resultando em
uma diminui¢do da PA. Da mesma forma, se os barorreceptores detectarem uma queda
acentuada na PA, eles sinalizam para aumentar a frequéncia cardiaca e contrair 0s vasos
sanguineos, levando a um aumento na PA, através da liberacao da noradrenalina. Esse
mecanismo de feedback neural, controlado pelos barorreceptores, ¢ uma parte essencial
do sistema de regulacdo da PA e ¢ responsavel por manter a PA dentro de uma faixa
adequada para garantir o suprimento adequado de sangue e oxigénio para os tecidos e
orgaos do corpo.

Da mesma forma, a noradrenalina liga-se a receptores alfa-adrenérgicos nas
arteriolas renais, que sdo pequenos vasos sanguineos responsaveis pelo fluxo sanguineo
para regular nos rins. Ela se liga as células musculares lisas da vasculatura ligando-se a
um receptor alfa-1 (proteina Gq); isso causa um aumento do trifosfato de guanosina
(GTP) na célula, que ativa a fosfolipase C, criando o inositol trifosfato (IP3). O IP3
sinaliza para a liberagdo do calcio armazenado intracelularmente como célcio livre. Este
calcio livre estimula as proteinas quinases dependentes de célcio em proteinas quinases
ativadas que levam a contragdo do musculo liso (Grassi; Ram, 2016).

A ativacao desses receptores induz a constrigdo das arteriolas renais, reduzindo o
fluxo sanguineo para os rins. Isso resulta em uma diminui¢ao na filtragdo glomerular, ou
seja, na quantidade de sangue filtrado nos glomérulos dos néfrons, o que contribui para a
regulacdo da PA. Além da vasoconstri¢dao, a noradrenalina também atua nos receptores
beta-adrenérgicos presentes nas células do tubulo contornado proximal do néfron. A
ativacdo desses receptores estimula a reabsorcao de sddio e agua pelos tibulos renais,

aumentando a retencdo desses elementos no organismo e, consequentemente, elevando o
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volume sanguineo. Isso pode resultar em um aumento da PA (Lalio; Sved; Stocker,

2020b).
3.1.1.1.2 Sistema renina angiotensina aldosterona

O sistema renina angiotensina aldosterona também € responsavel por regular a PA
sistémica. A renina € uma enzima produzida pelas células justaglomerulares dos rins em
resposta a diferentes estimulos, incluindo a diminui¢@o do fluxo sanguineo nos rins (como
durante uma queda da PA) ou uma queda na concentragdo de sdédio nos tubulos renais
(Bolivar, 2013; Sheikh et al., 2023). A renina age como uma protease, ou seja, uma
enzima que quebra outras proteinas, e tem como alvo principal o angiotensinogénio. O
angiotensinogénio ¢ uma proteina produzida pelo figado e circulante no sangue. A renina
age sobre o angiotensinogénio e a cliva, produzindo uma molécula chamada angiotensina
I. A angiotensina I € inativa e ndo tem efeito sobre a PA (Mayet; Hughes, 2003).

A angiotensina I, por si s6, ndo exerce efeito vasorregulador nem controla a
pressao arterial (PA). No entanto, ¢ convertida em angiotensina II pela acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA). Esta enzima estd predominantemente presente nos
pulmdes e tecidos vasculares. A conversdo da angiotensina I em angiotensina II ocorre
quando a primeira atravessa as células endoteliais dos pulmdes ou de outros tecidos que
expressam a ECA. A angiotensina II ¢ um potente vasoconstritor e estimula a reabsor¢cao
de sodio e agua pelos tibulos renais, contribuindo assim para o aumento da PA. Dessa
forma, a angiotensina II induz a contragdo dos vasos sanguineos, aumentando a
resisténcia vascular periférica (RVP) e, consequentemente, a resisténcia ao fluxo
sanguineo. Esse processo contribui para o aumento da PA sistémica. Além disso, a
angiotensina II atua no hipotdlamo para estimular a sede, o que resulta em maior ingestao
de agua e, por conseguinte, aumento do volume sanguineo e da PA. Adicionalmente,
estimula a liberag@o de aldosterona pelas glandulas suprarrenais (Abdel Ghafar, 2020; Li
et al., 2021; Sosa-Hernandez et al., 2018).

A aldosterona ¢ um horménio esteroidal sintetizado e liberado pelas glandulas
suprarrenais, situadas acima dos rins. Sua fun¢do primordial ¢ regular o equilibrio de
eletrolitos, especialmente o sddio e o potassio, nos néfrons, as unidades funcionais dos
rins. A agdo da aldosterona ¢ predominantemente observada no tiibulo distal e no ducto
coletor dos néfrons, onde estimula a reabsor¢do de sodio e a excrecao de potassio. Esse

processo resulta em uma maior retencdo de sodio e dgua pelo organismo, promovendo
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um aumento no volume sanguineo circulante e, por conseguinte, elevando a pressao
arterial (Ferrario et al., 2016; Powell et al., 2019; Rice et al., 2004).

Em sintese, a renina atua sobre o angiotensinogénio para gerar a angiotensina I,
que, por sua vez, ¢ convertida em angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina
(ECA). A angiotensina II exerce um poderoso efeito vasoconstritor, elevando a pressao
arterial e estimulando a liberacdo de aldosterona. Esta ultima hormona promove a
reabsorcao de sodio e dgua pelos rins, contribuindo para o aumento do volume sanguineo
e, consequentemente, da pressao arterial. Esse sistema ¢ vital para a regulagio da pressao
arterial e do equilibrio hidrico e eletrolitico no organismo. Assim, se algum desses
mecanismos mencionados anteriormente estiver desregulado, a pressao arterial ndo sera

mantida e ocorrera um aumento na mesma.

3.1.1.1.3 Regulacéo do 6xido nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) ¢ um mediador gasoso com efeitos autdcrinos, paracrinos e
enddcrinos. E uma molécula gasosa que atua como um importante transportador quimico
no organismo. Seu mecanismo de agdo esta relacionado principalmente ao relaxamento
do musculo liso vascular e outras fungdes celulares. O NO ¢ sintetizado por uma familia
de enzimas conhecidas como 6xido nitrico sintases (NOS) (Friebe; Sandner; Schmidtko,
2020; Russwurm et al., 1998). Existem trés isoformas principais de NOS: a NOS
endotelial (eNOS) encontrada no endotélio vascular, a NOS induzivel (iNOS) geralmente
expressa em resposta a estimulos inflamatérios, e a NOS neuronal (nNOS) presente em
células nervosas. A produgdo de NO ¢ estimulada por diferentes fatores, incluindo
aumento do cdlcio intracelular em resposta a agonistas mediados por receptores ou
estresse de cisalhamento nos vasos sanguineos. O NO ¢ uma molécula gasosa lipofilica
que pode se difundir facilmente através das membranas celulares e alcangar as células
vizinhas ou distantes de onde foi produzido (Arnold et al., 1977; Marcondes et al., 2006;
Tain; Hsu, 2017).

O NO difundido entra nas células do musculo liso vascular e interage com a
guanilato ciclase soluvel (sGC), uma enzima que contém um grupo heme. O NO se liga
ao grupo heme da sGC e ativa a enzima. A ativagdo da sGC leva a conversdo do trifosfato
de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP), que ¢ um segundo
envio intracelular. O cGMP desempenha um papel central na sinalizagdo celular e em

varias fungdes regulatorias. O cGMP ativa uma série de vias celulares que resultam no
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relaxamento do musculo liso vascular (Bian; Murad, 2014; Dasgupta et al., 2015; Kumar
et al., 2019; Wittenborn; Marletta, 2021). Esse relaxamento leva a dilatacdo dos vasos
sanguineos e a redugdo da resisténcia ao fluxo sanguineo, o que resulta em uma
diminui¢ao da PA. A acdo do cGMP ¢ temporariamente limitada pela a¢do de enzimas
conhecidas como fosfodiesterases (PDEs), que quebram o cGMP em GMP inativo. A
principal PDE induzida na regulagao do cGMP ¢ a fosfodiesterase tipo 5 (PDES).

Em resumo, o 6xido nitrico desempenha um papel crucial na regulacao da PA e da
funcdo cardiovascular por meio da sinalizagdo do cGMP, mas seu desequilibrio, causado
por estresse oxidativo ou outros fatores, pode levar a disfun¢do vascular e contribuir para
doencgas cardiovasculares. A regulagao do 6xido nitrico € um processo complexo e ¢é
influenciada por diversos fatores, incluindo a presenga de doengas como a hipertensao
arterial e o estresse oxidativo. Em algumas condi¢des, como na disfun¢do endotelial
associada a hipertensdo, pode haver uma redug¢do na producdo de NO, o que pode
contribuir para o aumento da PA. Por outro lado, o aumento da produgao de NO pode ser
benéfico na reducao da PA e na prevengao de doencgas cardiovasculares. Sendo assim, o
oxido nitrico regula a PA principalmente através de suas agdes vasodilatadoras, relaxando
os vasos sanguineos ¢ aguardando a resisténcia vascular, o que ajuda a manter a PA em
niveis adequados.(Dowsett et al., 2020; Schulz; Gori; Minzel, 2011)

As células endoteliais também secretam uma variedade de outras substancias
vasorreguladoras, incluindo vasodilatadores como prostaciclina e  fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio, e vasoconstritores como endotelina 1 (ET-1),
angiotensina II gerada localmente e os prostandides tromboxano A: e prostaglandina A».
A ET-1 é um potente vasoconstritor que ativa os receptores ET-A no musculo liso
vascular. Outras substancias vasodilatadoras, secretadas por varios tipos de células, como
o peptideo relacionado ao gene da calcitonina, a adrenomedulina e a substancia P, atuam
principalmente por meio do aumento da liberagdo de NO pelas células endoteliais. O
hormoénio intestinal regulador da glicose peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1)
também possui propriedades vasodilatadoras. O equilibrio entre esses fatores, juntamente
com NO e ET-1, determina o efeito final do endotélio sobre o tonus vascular.(de Oliveira;
Nadruz; Ménica, 2022b; Kohan; Barton, 2014) Os niveis circulantes de ET-1 ndo estdo
consistentemente aumentados na hipertensdo, mas ha uma tendéncia de aumento da
sensibilidade aos efeitos vasoconstritores € hipertensivos da ET-1 em individuos com
hipertensao. Os antagonistas do receptor ET-A atenuam ou abolem a hipertensao em uma

variedade de modelos experimentais e sdo eficazes na redu¢ao da PA em humanos.
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3.1.1.1.4 Estresse oxidativo

Um crescente corpo de evidéncias mostra que o estresse oxidativo desempenha
um papel fundamental na patogénese da hipertensdo. A superprodugdo de espécies
reativas deletérias de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) que sobrecarregam a capacidade
antioxidante celular resulta em estresse oxidativo patogénico. Evidéncias experimentais
apoiam que um desequilibrio de ROS/NO sob estresse oxidativo favorece as reagdes de
oxidacdo envolvidas nos principais 6rgdos controlados pela PA, como cérebro, rins,
coracao e vasos sanguineos, sustentando o desenvolvimento da hipertensédo (Hurr; Young,
2016).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre espécies reativas de
oxigénio (ROS) e oOxido nitrico (NO). Tanto ROS quanto RNS (espécies reativas de
nitrogénio) sdo categorizados como radicais livres e espécies reativas ndo radicais. As
ROS incluem radicais livres, como anion superéxido (O2) e anion hidroxila (OH"), bem
como espécies nao radicais, como peroxido de hidrogénio (H202). As principais fontes
enzimaticas de superdxido sdo nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidases, xantina oxidase, ciclooxigenases, lipoxigenases e a cadeia respiratoria
mitocondrial. Uma das principais fontes de ROS cardiovasculares é uma familia de
NADPH oxidases nédo fagociticas (Nox1, Nox2 e Nox4 em roedores e Nox1, Nox2, Nox4
e Nox5 em humanos. A expressdo e a ativacdo das isoformas Nox sdo aumentadas na
hipertensdo e sdo uma provavel causa de estresse oxidativo em células cardiovasculares,
renais e imunes em danos a Orgdos-alvo associados a hipertensdo. Outras fontes
enzimaticas de ROS incluem oxidases mitocondriais, xantina oxidase, oxidases
reticulares endoplasmaticas e éxido nitrico sintase (NOS) desacoplada. O radical anion
superoxido desencadeia uma cascata de reagdes que resultam na geracéo de outros ERO
(espécies reativas de oxigénio). RNS incluem o peroxinitrito e seus produtos de reacéo,
como o gas carbdnico. O peroxinitrito, formado por altos niveis de NO e superoxido, é
responsavel por grande parte da citotoxicidade dependente de RNS.(Hurr; Young, 2016;
Kuczeriszka; Wasowicz, 2022; Poznyak et al., 2020; Tain; Hsu, 2022) Esses eventos
moleculares induzem a oxidacao de proteinas e sinalizacao celular desregulada, levando
a inflamagao, proliferacdo, apoptose, migracdo e fibrose, que sdo processos importantes

que contribuem para o comprometimento da func¢do vascular, remodelamento
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cardiovascular, disfun¢do renal, ativagdo de células imunes e excitagdo do sistema
nervoso simpatico na hipertensao.

O estresse oxidativo esta associado a disfuncdo e remodelacdo cardiovascular,
renal e do sistema nervoso central, confiante para o desenvolvimento da hipertenséo
arterial. O aumento de ROS nos vasos sanguineos leva a vasoconstricao e remodelacdo
vascular, enquanto a reducédo da biodisponibilidade de NO devido ao desacoplamento da
NOS pode causar disfuncdo endotelial. As ROS podem danificar as células endoteliais
que revestem 0s vasos sanguineos, produzidas em disfuncdo endotelial.(Burger et al.,
2011; Harvey et al., 2017) Isso reduz a biodisponibilidade do NO, com menos NO
disponivel, ha uma diminuicdo do relaxamento dos vasos sanguineos, o que leva a uma
maior resisténcia ao fluxo sanguineo e, consequentemente, ao aumento da PA. Nos rins,
0 estresse oxidativo esta envolvido na patogénese da hipertensao, e no sistema nervoso
central, a superexcitacdo do sistema nervoso simpatico contribui para a hipertensao, pois
a ROS também pode levar a sua estimulacdo, responsavel por controlar a frequéncia
cardiaca e a forca de contracdo do coracdo, bem como o ténus vascular. O aumento da
atividade simpética pode levar a uma maior vasoconstri¢do e aumento da PA. Além disso,
0 estresse oxidativo também pode afetar os horménios reguladores que afetam a PA.

O corpo possui antioxidantes para neutralizar os efeitos negativos das ROS/RNS.
Essa maquinaria antioxidante inclui componentes enzimaticos, como a superoxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase, além de
antioxidantes ndo enzimaticos, como a glutationa (GSH) e vitaminas. O NO funciona
fisiologicamente como um gasotransmissor e um vasodilatador. E gerado a partir da
conversdo de l-arginina em I-citrulina por uma familia de enzimas conhecidas como NOS
(Geiszt et al., 2000; Kuczeriszka; Wasowicz, 2022; Schulz; Gori; Miinzel, 2011). A
presenca de altos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA) inibe a NOS, levando ao
desacoplamento das isoenzimas NOS e a producdo de peroxinitrito, resultou em reducéo
da biodisponibilidade de NO e aumento do estresse oxidativo. Considerando que ROS e
NO funcionam como moduladores da PA, é essencial manter o equilibrio ROS/NO para
um controle adequado da PA. O equilibrio entre essas espécies pode contribuir para

distarbios cardiovasculares, incluindo a hipertenséo arterial.

3.1.1.1.5 Regulacdo da homeostase do sodio
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O sédio (Na") desempenha um papel crucial na regulagdo do volume sanguineo.
Quando a concentracdo sérica de Na* é elevada, ocorre uma retengdo de liquidos (dgua),
0 que aumenta o volume sanguineo e, consequentemente da PA. Em individuos
normotensos, um aumento na ingestio dietética de Na® resulta em mudangas
compensatorias na hemodinamica para manter uma PA estavel. Essas mudancas incluem
reducgdo na resisténcia vascular renal e periférica, além do aumento na producao de 6xido
nitrico, uma substancia vasodilatadora, pelo endotélio (Feng; Dell’Italia; Sanders, 2017;
Wilck et al., 2017).

No entanto, se houver perda ou auséncia do efeito do 6xido nitrico, ocorre um
aumento na PA. A disfun¢do endotelial ¢ um fator de risco para o desenvolvimento da
sensibilidade ao sal e, consequentemente, hipertensdo. A sensibilidade ao sal ¢
caracterizada por uma acentuada na PA, especialmente na sistélica, algumas horas apos a
ingestdo de uma carga de Na* de pelo menos 5g (Feng; Dell’Italia; Sanders, 2017; Wilck
etal., 2017).

Individuos sensiveis ao sal possuem disfuncao endotelial subjacente, que pode ser
influenciada por fatores genéticos ou ambientais. Em resposta a uma alta carga de sal,
esses individuos apresentaram uma superprodugcdo do fator de transformacdo de
crescimento  (TGF-B), aumentando o risco de fibrose e estresse oxidativo, e possuem
limita¢ao na disponibilidade de 6xido nitrico. A ingestdo cronica de alto teor de sal pode
levar a disfungdo endotelial, mesmo em individuos resistentes ao sal, e também afeta a
microbiota intestinal. Essas alteracdes na microbiota intestinal deram origem ao aumento
da sensibilidade ao sal e ao desenvolvimento da hipertensao (Hurr; Young, 2016).

A alta ingestdo de sal também parece induzir a formacao de células T helper 17
(TH17), associadas a autoimunidade. Estudos em camundongos causam que a alta
ingestdo de sal leva a reducdo de Lactobacillus murinus na microbiota intestinal. No
entanto, o tratamento com Lactobacillus murinus previne a exacerbagdo da hipertensao
sensivel ao sal, por meio da modulacdo das células TH17. Em estudos pilotos em
humanos, um desafio moderado com alto teor de sal também apresentou a sobrevivéncia
de Lactobacillus spp. na microbiota intestinal, aumentando a atividade das células TH17
e, consequentemente, elevando a PA (Feng; Dell’Italia; Sanders, 2017).

Assim, a microbiota intestinal parece desempenhar um papel significativo na
sensibilidade ao sal e na patogénese da hipertensao. Investiga¢ao adicional nesse campo
pode oferecer perspectivas valiosas para a compreensao e abordagem terapéutica dessa

condigao.
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3.1.2 Tratamentos disponiveis

Com o objetivo de reduzir a PA, proteger 6rgdos-alvo e prevenir doencas
cardiovasculares e renais, o tratamento da hipertensdo pode envolver tanto abordagens
farmacoldgicas quanto ndo farmacoldgicas. O tratamento farmacoldgico é prescrito pelo
médico cardiologista e inclui o uso de medicamentos anti-hipertensivos. As dez principais
classes de medicamentos anti-hipertensivos (diuréticos, antagonistas beta-
adrenoceptores, antagonistas do célcio, inibidores da enzima conversora da angiotensina,
blogueadores dos receptores da angiotensina, inibidores diretos da renina, antagonistas
dos adrenoceptores alfa-1, agonistas dos adrenoceptores alfa-2 de acdo central,
vasodilatadores de acao direta, ¢ “outros”.

De modo geral, o tratamento farmacoldgico para hipertensdo inicia-se com
medicamentos anti-hipertensivos de primeira escolha, administrados em monoterapia ou
combinados. Em pacientes com niveis mais elevados de PA antes do tratamento, a terapia
combinada pode ser preferivel. Os medicamentos anti-hipertensivos de primeira linha
incluem inibidores da ECA, bloqueadores dos receptores da angiotensina I, bloqueadores
dos canais de célcio diidropiridinicos e diuréticos tiazidicos. Além disso, 0s
betabloqueadores sdo recomendados em casos especificos, como em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, reducao da secrecdo de ejecdo do ventriculo esquerdo ou apds um
infarto do miocardio (Garjon et al., 2020; James et al., 2014; Mancia et al., 2013).

Algumas diretrizes também os consideram medicamentos anti-hipertensivos de
primeira linha. A escolha do medicamento deve ser individualizada, levando em conta a
eficacia e a tolerabilidade especifica de cada paciente. Portanto, a decisdo sobre qual
farmaco utilizar dependera da resposta terapéutica de cada individuo e de sua capacidade
de tolerar o medicamento prescrito. A resposta aos medicamentos anti-hipertensivos pode
ser influenciada pela etnia, e em tolerados afrodescendentes, sugeriu-se que 0S
bloqueadores dos canais de calcio e os diuréticos podem ser a primeira escolha de
tratamento (Ettehad et al., 2016).

Em casos clinicos especificos, como hipertensdo em mulheres gravidas, outros
medicamentos podem ser preferiveis. Por exemplo, a alfa-metildopa, um agonista de alfa-
adrenorreceptores que atua no sistema nervoso central, inibindo o sistema nervoso
simpatico, ou o labetalol, um beta-bloqueador de adrenorreceptores, podem ser opcdes

adequadas. Essa escolha é feita porque alguns medicamentos anti-hipertensivos de
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primeira linha, como inibidores da ECA e bloqueadores dos receptores da angiotensina
I, sdo contraindicados devido ao risco aumentado de teratogenicidade fetal (efeitos
prejudiciais ao feto em desenvolvimento).

E importante considerar que a dosagem dividida de anti-hipertensivos pode levar
a uma diminuicdo na adesdo ao tratamento e, sempre que possivel, deve ser evitada. A
adesdo adequada ao tratamento é fundamental para o controle eficaz da PA e,
consequentemente, para o gerenciamento da hipertensao de forma segura e eficiente.

Apesar de ser fundamental e extremamente importante, estudos brasileiros
mostram que as taxas de adesdo ao tratamento farmacoldgico ainda sdo baixas. Foram
encontradas taxas de adesdo variando de 22,5% a 59,0% em diferentes cidades do pais.
Alguns dos principais motivos relatados pelos pacientes para a ndo adesao ao tratamento
incluem a auséncia de sintomas, falta de medicamentos, dificuldade de acesso aos
servicos de saude e efeitos adversos dos medicamentos. A ndo adesdo também se mostrou
associada a caracteristicas como faixa etaria mais jovem, individuos que trabalham e
aqueles com sobrepeso e obesidade (Copur et al., 2023; Gangwisch, 2014; Magnabosco
et al., 2015; Yaxley; Thambar, 2015).

Em relagdo aos efeitos adversos provocados pela terapia medicamentosa, oS
inibidores da ECA sdo geralmente bem tolerados, mas reducdes na funcdo renal,
hipercalemia, tosse e — menos comumente — angioedema (inchaco causado pelo acimulo
de liquido) podem ocorrer com seu uso. O risco de angioedema, que pode ser fatal, é
substancialmente aumentado em negros e aumentou modestamente em pacientes tratados
com inibidores da dipeptidil peptidase-1V (usados no tratamento do diabetes, exemplos
dos quais incluem sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina e linagliptina). Ja os
bloqueadores dos canais de célcio podem induzir ou piorar a constipacéo, especialmente
em idosos institucionalizados. Todos os bloqueadores dos canais de célcio inibem
modestamente a enzima metabolizadora de drogas citocromo P450 3A4 e, portanto,
podem provocar importantes interacdes medicamentosas.

Enquanto os diuréticos sdo comuns por causar efeitos adversos relacionados a
disturbios eletroliticos, sendo a hipocalemia (nivel baixo de potassio no sangue) e
hiponatremia (nivel baixo de sddio no sangue) especialmente importantes. A hipocalemia
pode resultar em arritmias cardiacas e fraqueza muscular, enquanto a hiponatremia pode
levar a confusdo, convulsdes e até mesmo coma. Para reduzir o risco de hipocalemia, é
recomendado combinar os diuréticos tiazidicos e tiazidicos com suplementos de potassio

ou com medicamentos poupadores de potassio, como inibidores da ECA, bloqueadores
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dos receptores de angiotensina ou diuréticos poupadores de potassio. Essa combinacédo
ajuda a manter os niveis adequados de aptiddo no organismo. E importante destacar que
a hiponatremia pode ser um efeito adverso particularmente perigoso, especialmente para
pessoas idosas, podendo até mesmo levar a complicacdes fatais. Portanto, o cuidado com
0 monitoramento dos niveis de sddio no sangue € essencial para garantir a seguranca e
eficacia do tratamento com diuréticos, especialmente em pacientes mais idosos (Roush;
Holford; Guddati, 2012).

Os beta-bloqueadores nao seletivos, como o propranolol, tém sido associados a
obstrucdo brénquica em pacientes com asma devido ao seu efeito nos receptores beta-2
nos brénquios. Alem disso, quando combinados com bloqueadores dos canais de calcio
ndo diidropiridinicos, como o verapamil, pode ocorrer uma potencializacdo dos efeitos
cardiovasculares adversos, como bradicardia e bloqueio cardiaco, devido a a¢do sinérgica
no sistema cardiovascular (Chruscinski et al., 1999; Grassi; Ram, 2016).

Para o tratamento ndo farmacoldgico pode ser aplicado como complemento a
abordagem medicamentos medidas como controle do peso corporal, pratica de exercicio
fisico, cessacdo do tabagismo e do consumo de alcool, controle do estresse e mudanca
dos héabitos alimentares. A dieta é altamente recomendada para pessoas com hipertensdo
e enfatiza o consumo de frutas, hortalicas e laticinios com baixo teor de gordura, além da
inclusdo de cereais integrais, frango, peixe e oleaginosas, enquanto sugere a redugdo no
consumo de carnes vermelhas e alimentos industrializados. Essa dieta tem comprovacgéo
cientifica na reducdo da PA e no controle da doenga (da Cunha Nascimento et al., 2018).

Além disso, é sugerido o consumo de sal dentro dos niveis recomendados (até 5
g/dia) e maior ingestdo de alimentos ricos em 6mega-3, fibras e vitamina D como parte
do tratamento ndo medicamentoso da hipertensdo. Apesar da importancia do tratamento
ndo farmacoldgico, também enfrenta niveis baixos de adesdo por parte dos pacientes. A
dieta e a pratica de exercicio fisico sdo as acdes mais dificeis de serem seguidas,
reforcando a necessidade de investigar os fatores que dificultam a adesdo a essas
abordagens terapéuticas a fim de implementar agdes para melhorar essa realidade (Batista et
al., 2020).

Porém, nos ultimos anos, numerosos estudos visaram explorar se a ingestdo de
polifendis vegetais ou alimentos ricos em polifendis sdo préaticas aconselhaveis para
aliviar a hipertensdo. De acordo com a literatura existente, os principais mecanismos anti-
hipertensivos dos polifenois dietéticos estdo relacionados com seus antioxidantes, anti-

inflamatdrios e inibigdes da atividade da ECA. Esses resultados fornecem uma nova
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perspectiva sobre os papéis dos polifendis na prevencdo e tratamento da hipertensao
(Rosario et al., 2021; Tjelle et al., 2015).

Sendo assim, novas formulagdes podem oferecer uma eficacia melhor ou
adicional no controle da PA em comparagdo com os medicamentos existentes. 1sso pode
levar a um melhor controle da hipertensao, sentindo os riscos associados a complicacdes
cardiovasculares e outras consequéncias da PA elevada, podem ser desenvolvidas para
minimizar os efeitos colaterais que sdo comuns em alguns medicamentos anti-
hipertensivos existentes. Isso pode melhorar a adesdo ao tratamento, pois 0s pacientes
tendem a abandonar a terapia quando enfrentam efeitos colaterais incbmodos, da mesma
forma, que podem ser desenvolvidas com esquemas posologicos mais convenientes,
como doses Unicas administradas ou menos frequentes, o que pode aumentar a adeséo dos
pacientes ao tratamento (Godos et al., 2018; Kathuria et al., 2023).

Além disso, essas terapias podem ser adaptadas para atender as necessidades
especificas de grupos de pacientes que apresentam diferentes requisitos de tratamento ou
que sdo refratarios aos medicamentos existentes. Por exemplo, determinados extratos
podem mostrar maior eficacia em populacBes étnicas especificas ou em pacientes com
condi¢cBes medicas subjacentes particulares. Além disso, a integragdo de novas
descobertas pode complementar a terapia medicamentosa existente, potencializando o
controle da hipertensdo e proporcionando uma abordagem terapéutica sinérgica e

abrangente.

3.2 APLANTA Morus nigra L.

3.2.1 Informacao botanica

O género Morus (Moraceae), comumente conhecida como amoreira, consiste em
pelo menos 24 espécies e mais de 100 variedades, distribuidas principalmente na zona
temperada norte, que podem crescer em condi¢fes climéticas de regiGes temperadas a
subtropicais, até altitudes de 4000 m (Koyu et al., 2017; Turan et al., 2017). As espécies
mais populares compreendem: Morus alba (amoreira branca), Morus australis (amoreira
chinesa), Morus insignis (amoreira americana), Morus mesozygia (amoreira africana),
Morus microphylla (amoreira do texas), Morus nigra L. (amoreira preta) e Morus ribra
(amoreira vermelha) (Mallhi; Qadir; Khan, 2018).

Nos paises asiaticos as folhas de amoreira sao uma importante fonte de nutriente

na producio de bichos-de-seda (Bombyx mori L), entre os quais China, India, Vietn3,
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Uzbequistdo, Brasil, Tailandia e Bangladesh sdo os principais lideres na producao.
Embora, seus frutos tenham tido maior interesse devido ao seu valor nutricional, s&o
consumidos tanto em formas frescas quanto processadas como sucos, geleia, xaropes,
bebidas, corantes naturais ou frutas desidratadas e utilizadas na produgédo de produtos
cosméticos (Sanchez-Salcedo et al., 2016; Vijayan; Saratchandra; Teixeira da Silva,
2011; Xu, Liangjin et al., 2019).

Entre as principais espécies pertencente a este género, destaca-se Morus nigra L.
nativa do sudoeste da Asia. A planta pode ser encontrada em regides temperadas e
subtropicais da Asia, Africa e América do Norte e pode crescer em uma grande variedade
de condicdes climaticas, topogréaficas e de solo (De Padua Lucio et al., 2018). Varios usos
na medicina tradicional sdo descritos para diferentes partes (folhas, caules, raizes) e
preparacOes (infusdo, decoccdo e maceracdo, entre outras) baseadas nesta planta, por
diferentes rotas (orais ou tdpicas). Estudos fitoquimicos relatam a presenca de
constituintes fenolicos, como os principais responsaveis por atividades hepatoprotetoras,
hipolipidémicas, anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, neuroprotetoras,
hipoglicémicas, hipotensoras e anticancerigena (Dalmagro; Camargo; Zeni, 2017a;
Figueredo et al., 2018; Mallhi et al., 2014; Mazimba; Majinda; Motlhanka, 2011; Padilha
et al., 2010; Tag, 2015; Zeni et al., 2017).

Morus nigra L., uma arvore conhecida por sua frutificacdo vigorosa, € nativa da
Asia, especialmente comum na Asia Menor, mas também aclimatada com sucesso no
Brasil, onde pode ser encontrada espontaneamente em praticamente todas as regides do
pais (Junior et al., 2017). A taxonomia do género Morus continua a ser objeto de intenso
debate entre os pesquisadores devido a elevada taxa de hibridizacdo natural entre as
espécies. Ao contrario da crenca popular, a identificacdo das espécies de amoreira ndo é
determinada pela cor da fruta, mas sim por caracteristicas distintas das folhas e do caule
(Farahani et al., 2019; Figueredo et.al, 2018). Na figura 2, por sua vez € possivel observar
a taxonomia completa da espécie Morus nigra L., mais popularmente conhecida como
“amoreira preta”.

A arvore tem casca escamosa de até 8-10 m de didmetro, caducifélia, monoica, de
cor acinzentada e geralmente é podada para uma forma menor, aberta e espalhada. As
folhas sdo asperas, apresentam de formas diferentes atingindo em média 16 x 18 cm,
escuras com peciolo de 1,5a 2,5 cm amplamente ovadas, de coloracao verde claro, agudas
ou acuminadas nas pontas e serrilhada nas margens (Vijayan; Saratchandra; Teixeira da
Silva, 2011; Xu, Liangjin et al., 2019).
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Figura 2- Classificacdo taxondmica de Morus nigra L.(Mulberry).

k=
e

Magnoliophyta-Flowering

Classe
Magnoliopsida-Dicotyledons

Subclasse

Hamamelididae

As principais caracteristicas para identificacdo morfologica incluem estruturas na
superficie (escamosa acima e pubescente abaixo), comprimento do pedunculo (subsessil),
com coloragdo verde escuro na face ventral e coloracdo verde claro na face dorsal,

aparecendo frequentemente em varios lados nos mesmos ramos dos sem lobos. Na figura

3 encontra-se uma ilustracdo da planta referente.

Figura 3- Folhas e frutos de Morus nigra L.

Fonte: Autoria propria (2020)
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O fruto da amoreira tem a forma de uma amora, um sincarpo ovoide composto por
aqueénios, cada um envolto por um calice suculento. Geralmente, sua cor varia de preto-
violeta a preto, com um comprimento de 1 a 2 cm. A polpa carnosa € comestivel, com um
sabor doce. As flores sdo pequenas, aparecendo em cachos escamosos de cerca de 1,3 cm.
Elas sdo verdes, pendentes e indefinidas, surgindo crescimento da estagdo atual e em
esporas em madeira mais velha, com floragdo no final do inverno (Koyu et al., 2017;

Zoofishan; Hohmann; Hunyadi, 2018)

3.2.2 Composi¢do quimica Morus nigra L.

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos vegetais secundarios, que podem ser
classificados em diferentes grupos como uma funcdo do numero de anéis fenol que eles
contém e com base nos elementos estruturais que ligam esses anéis uns aos outros.
DistincGes sdo, portanto, feitas entre os &cidos fendlicos (por exemplo, acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos), estilbenos, ligninas (neoflavonoides) e
flavonoides. (Alseekh et al., 2020; Kumar, 2017).

Os flavonoides sdo classificados em diversos grupos, tais como flavondis,
antocianinas, flavonol, flavonas e flavononas. Estes compostos consistem em quinze
atomos de carbono organizados em um nucleo flavanico (ou esqueleto C6-C3-C6),
também conhecido como 2-fenil-benzopirano, formado por dois anéis benzénicos A e B,
ligados por um anel pirano heterociclico C. Podem ser subdivididos com base no padrao
de substituicdo do anel C, incluindo hidroxilacao, glicosilacdo e metilacdo, sendo que tais
modificagcdes frequentemente melhoram suas atividades biologicas, solubilidade e
estabilidade durante o armazenamento. Sintetizados no citosol, esses compostos sao
transportados para os vacuolos das células vegetais, onde sofrem varias modificacGes
quimicas. Sua principal funcdo é proteger as plantas contra patdgenos, radiacdo
ultravioleta e lesdes celulares oxidativas. Além disso, os flavonoides sdo ingredientes
indispensaveis em uma variedade de aplica¢des nutracéuticas, farmacéuticas, medicinais
e cosméticas, atribuidas as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antimutagénicas, antibacterianas, antifingicas e anticancerigenas. (Alseekh et al., 2020;
Tang, Hongjin et al., 2020).

Ja os &cidos fendlicos estdo presentes na forma livre ou conjugados com residuos

de acucar ligados através de grupos hidroxila ou as vezes como ésteres conjugados, seu
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esqueleto basico consiste em um anel fendlico e uma funcdo de acido carboxilico. Com
base na estrutura do seu carbono podem ser classificados como acidos hidroxicindmicos
e écidos hidroxibenzoicos. Acidos hidroxicindmicos com C6-C3 sdo localizados na
parede celular da planta e estdo envolvidas em mecanismos de defesa, enquanto os acidos
hidroxibenzoicos tém C6-C1 de configuracdo com o &cido galico, vinilico, protacatecuico
como compostos principais. Apresentam um amplo espectro de propriedades biologicas
e farmacologicas, protegendo contra o estresse oxidativo e doencas associadas, como
cancer, doencas inflamatorias, cardiovasculares e neurodegenerativas (Song et al., 2020;
Zhang et al., 2018).

A extracdo é um dos passos mais importantes para a purificacdo e pré-
concentracdo de compostos especificos e desempenha um papel crucial no isolamento e
analise qualitativa de compostos fitoquimicos. Sua eficiéncia depende principalmente da
escolha do solvente extrator, ja que afinidade molecular entre 0 composto fitoquimico e
o solvente, pode favorecer a solubilidade e consequentemente a eficiéncia da extracao.
Como exemplo, para compostos como os fenolicos, misturas de metanol, etanol, acetona
e agua acidificadas ou ndo, sdo comumente empregadas devido seu carater polar, que
resulta em uma afinidade com compostos fendlicos em geral (Arvaniti et al., 2019). Em
destaque, os flavonoides e os &cidos fendlicos, sdo os principais grupos pertencentes a
classe de metabolitos na espécie Morus nigra L.isolados de acordo os dados da literatura,
por isso a utilizagdo de solventes polares como etanol e metanol na extragdo, foram
extensivamente explorados pelos autores. No entanto, deve-se ressaltar que o solvente
utilizado depende fortemente da polaridade da classe dos compostos a ser extraido.

Considerando o numero compostos fenolicos identificados nas folhas de Morus
nigra a partir dos dados, os flavonoides foram o grupo de maior predominancia, dentre
eles as formas glicosiladas de quercetina de kaempferol sdo os compostos mais presentes
nos extratos.

O teor total de compostos fendlicos (TPC) e flavonoides (TFC) apresentaram para
Radojkovic et al. (Radojkovi¢ et al., 2016) em torno de 9,94 a 24,27 mg de equivalentes
de acido galico por g de extrato seco (mg GAE/g) e 4,40 a 29 mg equivalentes de
quercetina por g de extrato seco (mg QE/g) respectivamente para o extrato das folhas de
amoreira. Os compostos foram isolados através de um processo extrativo de maceracédo
utilizando o alcool etilico como o solvente extrator. Ja no estudo de Zeni et al. (Zeni et
al., 2017) utilizaram o extrato aquoso pelo méetodo da infuséo, obtiveram cerca de 75,86
+ 0,87 mg GAE/g de TPC e 79,96 + 0,71 ug QE/g de TFC.
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Resultados semelhantes foram observados por (Dalmagro et al., 2018), no qual a
maior concentracdo de TPC foi observado no verdo em torno de 147,22 mg GAE/g,
enquanto que para os niveis de TFC na primavera, apresentaram significativamente
concentragOes maiores 212,50 ug QE/g. Essa variabilidade nas folhas de amora entre o
teor fendlico pode ser elucidada, devido diferentes procedimentos de extracdo e métodos
analiticos, mudancas de temperatura, poluicéo, luz ultravioleta fornecida, estacdo do ano
no momento da colheita, modificados em cada trabalho desenvolvido (Sanchez-Salcedo
et al., 2015a).

Para o extrato dos frutos da amora, apresentaram alto teor de TPC que variaram
de 6 a2 18,66 mg GAE/g e TFC de 16,84 mg QE/g (Sanchez-Salcedo et al., 2015a; Tomas
etal., 2015). As antocianinas foram os principais constituintes fitoquimicos presentes nos
frutos da amora no estudo de Tomas et al. (Tomas et al., 2015), com maior predominancia
do composto cianidina-3-glicosideo. Ja para Sanchez-Salcedo et al. (Sanchez-Salcedo et
al., 2015a) derivados do &cido benzoico (acido protocatecoico, p-acido hidroxibenzdico
e acido vanillico) foi a principal classe de fendlicos encontrados nos frutos. Os dois
estudos citados, utilizaram o mesmo solvente extrator (metanol contendo acido férmico
a 0,1%) e o mesmo processo de separacdo e identificagdo de compostos (HPLC obtidos
em uma coluna C18 acoplada a espectrémetro de massas, eluida com fase mdvel por
gradiente de acido formico: agua e acido formico:acetonitrila), por isso as principais
diferencas dos constituintes presentes nos frutos estudados dependeram ndo apenas do
processo de extragdo, mas pode ter sido baseada nas modificagdes dos autores durante as
condicdes cultivo, como do solo, ambientais, 0 grau de maturidade na colheita e as
diferencas genéticas entre as espécies (Pérez-Gregorio et al., 2011).

A anélise preliminar dos compostos fitoquimicos das raizes e caule da amora
contém metabolitos secundarios suplementares aos encontrados nas folhas e no fruto,
como os estilbenos e os benzofuranos. Na raiz a presenca de maior constituinte quimico
pertence a classe do estilbeno (oxiresveratrol) com o percentual de 10%, obtidos através
do extrato bruto em acetona (Mascarello et al., 2018). Ja no caule, a morusina é o principal
prenilflavonoide presente nos extratos (Abdel Bar et al., 2019).

Todos os dados fitoquimicos encontrados na literatura, foram isolados através da
utilizacdo de técnicas analiticas modernas como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) juntamente com a deteccdo espectrofotométrica, como a deteccdo de matriz
ultravioleta visivel (UV-Vis) ou matriz de diodos (DAD) e detec¢do de massa (MS) em

modo de ionizacdo negativa ou positiva. De acordo com os dados da pesquisa a
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quantificacdo dos compostos fenolicos em extrato de folhas, frutos, raizes e caule da
amora foram realizadas em maioria, utilizando um sistema HPLC-DAD. As condicdes
cromatogréficas dos métodos incluem o uso quase exclusivamente da coluna C18 de fase
reversa e um sistema binario de solventes contendo agua acidificada com eluentes volateis
como &cido formico e um solvente organico polar, foram geralmente adicionados
contendo metanol e/ou acetonitrila

Devido ao género Morus nigra L., conter uma variedade de metabolitos
secundarios, mas principalmente os compostos fendlicos, a maioria das separa¢fes séo
preferencialmente realizadas utilizando uma coluna de fase reversa por HPLC-DAD.
Estes compostos, se caracterizam em maioria como polares, por conter pelo menos um
anel aromatico ligado a um ou mais grupamentos hidroxilas, embora cada classe fendlica
tenha caracteristicas de absor¢do diferentes, possuem a capacidade absorver luz na regido
ultravioleta, sendo adequados para serem quantificados por medidas espectrofotométricas
(Korzeniowska; Leska; Pawet, 2020).

A técnica de HPLC fase reversa é crucial e confidvel para a caracterizacdo dos
compostos, devido a versatilidade, preciséo, custo relativamente baixo, curto tempo de
preparo da amostra, permitindo varias formas de deteccdo. Constituida de uma fase
estacionaria apolar ou fracamente polar e uma fase movel polar, o fendbmeno resulta na
intensidade de interacdes dos compostos apolares com a fase estacionaria tornando-as
mais retidas, ao mesmo tempo, a fase mével entra em competicdo com as moléculas
polares do soluto que as mantém em solu¢do por meio de ligacGes intermoleculares,
facilitando sua eluicdo (Yabré et al., 2018).

Para alcancar a separacdo adequada dos compostos fendlicos a partir dos extratos
de amoreira, a eluicdo por gradiente de concentracdo, aumentando o teor do modificador
organico, foi em grande parte a mais utilizada. Os autores sugeriram que a manutencao
do pH entre 2 e 4 nesses processos, impedem a ioniza¢do dos compostos presentes. Por
isso, a fase mdvel deve conter principalmente o acido formico/acido acético/acetato de
amonio e/ou tampdes de citrato/acido fosforico para atingir as condicfes ideais de
separacdo e identificacdo, de acordo com a polaridade dos diferentes compostos (Kumar,
2017; Kumar; Goel, 2019).

3.2.3 Analise farmacoldgica
Morus nigra L. e seus componentes ativos sdo fortes candidatos as terapias de

varias doencas, visto que as cascas de raizes, galhos, frutos e folhas ja séo
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tradicionalmente utilizados para tratar diversas enfermidades. Embora seja observada
uma enorme variabilidade intra-espécie no perfil da composi¢do quimica, o contetdo
majoritario em flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, acidos graxos sdo 0s principais
responsaveis por pela ampla gama de atividades bioldgicas relatadas (Sanchez-Salcedo et
al., 2015b). Baseados nas propriedades desses compostos bioativos e dos estudos prévios,
muitas pesquisas tem se dedicado a estudar a aplicacdo de Morus nigra L. em diversas
terapias, tais como antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticancerigena e
antidiabética. Algumas atividades incomuns reportadas incluem atividade inibidora de
tirosinase, com possivel atividade contra melanoma e Parkinson (Koyu et al., 2018),
atenuador da discinesia induzida por levodopa em Parkinson, relaxante muscular liso e
efeito antiespasmddico (Zoofishan et al., 2019), atividades procinéticas, laxativas e

antidiarreicas (Akhlag et al., 2016) e cosmético clareador (de Freitas et al., 2016).

3.231 Antioxidante

E sabido que produtos ricos em compostos fendlicos apresentam importante
atividade antioxidante. Baseado na cor dos frutos de Morus nigra, é de se esperar que
estes sejam ricos em antocianinas e flavondis, o que ja tém sido comprovados
cientificamente (Ercisli; Orhan, 2007). Suas folhas também ja foram relatadas como fonte
de elevadas concentracGes de biomoléculas com propriedades antioxidantes. Ainda
assim, muitos estudos tem se dedicado a dosear tais propriedades por diferentes métodos:
poder de reducdo do ion ferro (FRAP), capacidade de absorcdo de radicais oxigenados
(ORAC), ensaio do complexo de fosfomolibdénio (PMA), capacidade de captura de
radicais como o 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH) ou o radical 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTYS), e sistema b-caroteno/acido linol€ico.

Um estudo determinou as concentracbes de compostos bioativos, além da
atividade antioxidante frente ao radical DPPH e a capacidade redutora total dos extratos
das folhas de Morus nigra. Os resultados obtidos indicaram que as concentracOes de
flavonoides totais foram de 4,01 + 0,16 mg CAE g, sendo a quercetina o de maior
concentracdo, enquanto a concentracao de flavonois totais foram de 2,67 + 0,13 mg QE
gl. Foram doseados também as concentragdes de minerais, com predominancia de
potassio, ferro e magnésio. Ja a capacidade redutora total e atividade antioxidante foram
de 27,69 + 0,46 mg QE g e ICsp de 0,94 + 0,12 mg mL™* respectivamente (Schafranski
et al., 2022).
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Quando se trata dos frutos, Abbasi e colaboradores (Mehmood Abbasi et al.,
2016) avaliaram diferentes extratos da fruta de Morus nigra quanto a sua composicao,
mostrando que 0s aquosos apresentaram teores fendlicos mais alto (85,6 mg GAE/100 g)
do que no extrato de acetona (14.2 + 1.37 mg GAE/100 g), assim como 0s niveis de
flavonoides (95.8mg QE/100g e 21.5mg QE/100g respectivamente) e acido ascérbico
(4,22mg AAE/100g e 88mg AAE/100g respectivamente). Apenas o teor de flavondis foi
superior na acetona (99.8mg QE/100g) do que no aquoso (51,4mg QE/100g). As
atividades antioxidantes foram superiores para o extrato de acetona no ensaio de DPPH
(93,8%), FRAP (60,3uM GAE/100g) e atividade de eliminagdo de radicais hidroxil
(38,8%), enquanto o aquoso foi superior em atividade de eliminacdo de perdxido de
hidrogénio (45,3%), atividade quelante de ions ferroso (34,4%) e no PMA (173uM
AAE/100g). J& em outro estudo, os pesquisadores avaliaram a composi¢do de
polissacarideos nos frutos e sua contribuicdo para atividade antioxidante (Wang et al.,
2018). Os resultados mostraram que duas fra¢6es foram purificadas, onde uma consistia
em manose, ramnose, acido glucurdnico, galactose e arabinose, e a outra em ramnose,
acido glucurénico, acido galacturénico, galactose e arabinose. Os polissacarideos brutos
exibiram melhor poder redutor e efeito protetor de lesdo oxidativa em células PC12
induzida por H202 bem como melhores atividades antioxidantes por DPPH (64,12),
ABTS (56,58) e atividade sequestradora de radicais hidroxila (68,15%), do que as fracdes,
mostrando que os polissacarideos presentes nos frutos de Morus nigra L. também
poderiam atuar como substancias antioxidantes.

Sanchéz-Salcedo e colaboradores avaliaram o potencial fitoquimico dos extratos
das folhas de amoreira preta de diferentes clones cultivados na Espanha. Todos os extratos
apresentaram-se ricos em compostos fendlicos, onde foram identificados quatro
derivados do &cido cafeoilquindico e dez flavonois. As atividades antioxidante, avaliadas
por ABTS e DPPH, foram elevadas e proximas entre os diferentes clones testados
(Sanchez-Salcedo et al., 2015b). Outro grupo usou diferentes amostras para avaliar o
efeito da localizacdo geografica na composicéo e atividade antioxidante, porem usando
os frutos de amoreira (Khattak; Rhman, 2015). Os resultados revelaram impacto
consideravel das diferentes localizagdes nos tipos e niveis dos componentes analisados
nos extratos, onde os teores de vitamina C nas amostras variaram de 19,3 a 32,7mg/100g,
o conteudo fendlico entre 558,0 a 1090,7mg de equivalente de acido galico (GAE) por
100g, o teor de flavonoides de 63,7 a 244,0 mg/100g, antocianinas de 67,0 a 346,3 mg de
equivalente de cianidina 3-gluc6sido/100 g, e os alcal6ides entre 404,0 e 648,3 mg/100g.
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A composicdo mineral dos extratos também foi significativamente diferente, sendo o
fosforo, célcio e potassio os elementos predominantes. A atividade antioxidante medido
por DPPH variaram de ECso 46,7 a 458,4 pug/mL. Essas variagcdes revelam como as
caracteristicas da regido de cultivo influenciam na qualidade das matérias-primas
vegetais, inclusive nas atividades antioxidantes que apresentaram diferencas de até dez
vezes nas concentragoes.

Pesquisa semelhante avaliou a influéncia da sazonalidade nos fitoconstituintes e
na atividade antioxidante do extrato das folhas de Morus nigra L. e do seu composto
majoritario, o acido siringico (SA) (Dalmagro et al., 2018). Tendéncias sazonais na
producéo de fitocompostos foram observadas, sendo a maior concentracao de fendlicos
totais no verdo, flavonoides e carotenoides totais na primavera, e acido ascorbico no
outono, embora a correlagdo de Pearson tenha revelado uma influéncia fraca a moderada,
sendo a maior influéncia para o contetdo de flavonoides. Entre 0s componentes mais
abundantes estavam o &cido siringico, a rutina e a quercetina, os quais foram relacionados
com a elevada capacidade antioxidante testada, em que nos ensaios de DPPH foi de ~90%
em todas as estagdes, e no teste de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoléico variou de
~81,47% na primavera e ~84,26% outono, que se correlaciona com a maior producao de
carotendides e acido ascorbico. Além disso, o extrato na concentragdo de 3 a 30 pg/mL ¢
0 SA de 60 a 250 ug/mL reduziram a mortalidade induzida por H202 nos ensaios de MTT
e LDH, o que mostra que 0 extrato possui outros compostos que conferem melhor
atividade antioxidante que o SA isolado.

Quando comparados os diferentes métodos de obtencédo de extratos das folhas de
Morus nigra L. para avaliagdo da composicdo e atividade bioldgica, o estudo de
Radojkovi¢ e colaboradores (Radojkovi¢ et al., 2018) mostraram que a extracdo por
ultrassom foi mais eficiente que a extragdo por maceracgéo e por ultrassom, produzindo
extratos mais ricos em termos de concentracdo de fendlicos totais (19,7 £ 2,0mg de
GAE.g!; 17,7 + 4,3mg de GAE.g™"; e 12,4 + 0,9 mg de GAE.g"! respectivamente), e de
capacidade antioxidante, seja por FRAP (15,3 + 1,0mg AA.g-1; 12,4 £ 1,4mg AA.g ', e
7,5 £ 0,1mg AA.g"! respectivamente), por DPPR-RSA (18,6 + 1,3mg trolox.g'; 11,1 +
0,6mg trolox.g!; e 10,9 + 0,7mg trolox.g™') ou por ORAC (186 + 159 TE.g"!; 106 +9g
TE.g'; e 94+ 5g TE.g"!. Ja o perfil fendlico foi semelhante entre os métodos, onde dos
13 compostos identificados, os mais abundantes foram o acido clorogénico e a rutina.

Um grupo de pesquisa além de determinar o teor de &cidos fendlicos em extrato

metanolico das folhas de Morus nigra L., também determinou seu potencial na prote¢do
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contra danos ao DNA, e a melhora in vivo no comprometimento cognitivo e no estresse
oxidativo (Turgut et al., 2016). Foram encontrados majoritariamente os acidos vanilico
(632,093 ng/g) e clorogénico (555,0 pg/g) no extrato, que apresentou protecao eficaz ao
DNA contra os danos por efeito de UV e H20, em concentragdes de 0,02 - 0,05 mg/mL.
Além disso, ocorreu uma melhora significativa nas disfunc@es de aprendizagem, aumento
da retencdo de memoria, niveis reduzidos de malondialdehyde (MDA) e atividades
elevadas de superoxide dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GSH-px) e catalase
(CAT) em camundongos Balb/c tratados com o extrato no regime de 100mg/kg/dia,
sugerindo o potencial papel neuroprotetor dos acidos fendlicos presentes no extrato. Ja
no estudo realizado por Dalmagro e colaboradores (Dalmagro; Camargo; Zeni, 2017a),
foram examinados o perfil fendlico e o efeito antioxidante, neuroprotetor e antidepressivo
do extrato aquoso das folhas de Morus nigra L.. Os resultados mostraram que seu
principal constituinte fendlico foi o &cido siringico (SA) (80,57%). A administracdo
aguda e subcrdnica do extrato e do SA isolado exerceu propriedade comportamentais em
camundongos no teste de suspensdo de calda (FST) e no teste de nado for¢ado (TST)
semelhante a antidepressivo, envolvendo a modulagédo do sistema nitro-oxidativo no soro
e no cérebro dos ratos. Além disso, foram capazes de conter a morte celular induzida por
glutamato nas fatias hipocampal e cortical, demonstrando que o Morus nigra L. €
neuroprotetor. 1sso sugere que o efeito antidepressivo de Morus nigra L. pode ser devido
a influéncia do SA, pelo menos em parte, uma vez que apresentava 0s mesmos efeitos.
Outras atividades protetoras de Morus nigra L. atribuidas aos seus componentes
antioxidantes, ja foram avaliadas em pesquisas. Foi relatada uma genoprotecdo de
linfécitos humanos in vitro, onde o extrato dos frutos diminuiu aberragcdo cromossémica
e a frequéncia de micronucleos induzida pelo agente antitumoral mitomicina C (Yilmaz;
Ucar; Goktas, 2019). Além disso, ja foram estudadas atividades citoprotetoras, tais como:
efeito gastroprotetor dos extratos metanolicos dos frutos que foi avaliado em
camundongos, com reducdo da area da Ulcera em 64,06%, aumento da quantidade de
glutationa na mucosa gastrica e pela reducdo de lipoperdxidos, além de atividade
antioxidante evidenciado por DPPH com ICso 13,74 ng/mL, relacionado aos altos teores
de flavonoides detectados, que poderiam reduzir o estresse oxidativo e proteger o sistema
gastrico (Nesello et al., 2017); efeito hepatoprotetor do extrato etandlico contra o efeito
hepatotoxico do metotrexato (MTX), onde foi demonstrado que o extrato ndo causou
alteracOes nas enzimas AST, ALT, ALP e LDH, bem como as reduziu significativamente

quando estas estavam aumentadas nos ratos tratados com MTX, mostrando também uma
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melhora histopatolédgica do figado (Tag, 2015); nefro e hepatoprotetor, onde o extrato das
folhas promoveu diminuicdo significativa da glicemia de jejum, creatinina, uréia e acido
Urico e maior nivel sérico de albumina em ratos diabéticos, além da avaliacdo
histopatologica do rim e do figado com menor acimulo de glicogénio e degeneragédo
gordurosa, devido as propriedades antioxidantes que inibiram os danos nos 0rgdos
(Hassanalilou et al., 2017); protecdo dos tecidos testiculares, hepaticos e renais de
camundongos com toxicidade induzida por paracetamol, em que o extrato metandlico das
folhas suprimiu a genotoxicidade, diminuiu as aberragcbes cromossdmicas nos
espermatdcitos, as anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides e o dano ao DNA
no figado e tecidos renais, assim como reverteu os niveis alterados de atividade da
glutationa, peroxidacéo lipidica, e normalizou as funcGes hepaticas e renais, devido aos
acidos fenolicos e flavonoides encontrados que reduzem o estresse oxidativo (Diab,
Kawthar A. et al., 2020).

Portanto, as pesquisas mostram que os diferentes extratos de Morus nigra L., tanto
dos frutos como das folhas, tém apresentado uma potente atividade antioxidante e
citoprotetora, as quais estdo diretamente relacionadas com o0s altos niveis de compostos
fendlicos, que sdo a classe das biomoléculas responsaveis por esse efeito e com
importante contribuicdo benéfica para a salde. Baseada na atividade antioxidante, muitas

outras atividades biologicas sdo avaliadas visando futuras aplicacdes terapéuticas.

3.23.2 Antidiabético

O Diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico cronico caracterizado por
hiperglicemia e alteragfes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, que
diminui as atividades de enzimas antioxidantes, consequentemente causando danos
induzidos pelo estresse oxidativo nas células beta pancreaticas, que prejudica a producéao
de insulina e manutencéo dos niveis glicémicos. Assim, inibir o dano oxidativo e controlar
a hiperglicemia sdo estratégias interessantes para a prevencao e tratamento do diabetes
(Asmat; Abad; Ismail, 2016; Ma et al., 2018). Dessa forma, a composi¢do dos frutos e
das folhas de Morus nigra L., rica em compostos fenolicos com potencial antioxidante,
tem fomentado testes do seu uso como importante fator na modulacdo do estresse
oxidativo nos casos de diabetes, colaborando para melhora dos estados de hiperglicemia

e danos secundarios causados a outros 6rgdos como rins e figado.
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Um grupo de pesquisa estudou os frutos e folhas de Morus nigra L. quanto a sua
composicdo e atividades antioxidante contra o diabetes (Araujo et al., 2015). O extrato
hidroetandlico das folhas apresentou maior conteldo de polifendis do que a polpa dos
frutos, e maior atividade antioxidante por DPPH. O tratamento de ratos diabéticos com
extratos de folhas também foi mais eficaz, causando diminuicdo das concentracdes de
AST e ALT (47% e 33% respectivamente), reducao de 23% no nivel de triglicerideos e
aumento no nivel de insulina no soro similar aos animais ndo doentes. A razdo superéxido
dismutase (SOD)/catalase (CAT), a atividade de metaloproteinase da matriz (MMP)-2 e
0s niveis de proteina carbonilada também foram reduzidos, diminuindo o estresse
oxidativo no figado. Um estudo usou material semelhante para investigar as alteracfes
bioquimicas e histopatoldgicas de ratos diabéticos tratados com extrato hidroalcoolico
das folhas (Rahimi-Madiseh et al., 2017). Foi observado grande reducgédo da glicemia,
dano glomerular mais leve e reducdo nos niveis de uréia no grupo tratado com 800 mg/kg
do extrato comparado ao controle (metformina).

Eruygur e Dural realizaram um estudo para determinar o teor de compostos ativos
e a atividade antioxidante e antidiabética in vitro do extrato etandlico das folhas de Morus
nigra L. (Eruygur; Dural, 2019). Os resultados mostraram alto contetdo de flavonoéides
totais (43,6 mg QE/g) e atividade antioxidante por DPPH e ABTS com ICso 114,94 €
162,44 ng/mL respectivamente. As atividades de inibi¢do da a-glucosidase ¢ a-amilase
foi de ~50% na concentragdo de 2mg/mL, o que podem contribuir no atraso da
metabolizacdo de sacarideos, reduzindo a absorcdo de glicose e, consequentemente,
controlando o aumento da glicemia. Em estudo mais recente, Budiman e colaboradores
também determinaram a composi¢@o e testaram a inibi¢do da a-glucosidase, porem do
extrato hidroalcéolico das folhas de Morus nigra L. incorporados em pastilhas como
forma farmacéutica (Budiman et al., 2020). A triagem fitoquimica realizada determinou
a presenca de flavonoides, polifendis, taninos, esterdides. Os resultados dos testes in vitro
mostraram uma atividade inibidora contra a enzima a-glucosidase com ICso de 357,6

pg/mL, enquanto que a pastilha contendo 43% de extrato teve 1Cso de 549,7 ug/mL.

3.2.3.3 Anti-hiperlipidémico

A dislipidemia é uma condicdo caracterizada por status lipidico anormal no
sangue, como triglicerideos (TG), colesterol e/ou fosfolipidios, geralmente ocorrendo

com concentracfes sanguineas elevadas de triglicerideos e colesterol de lipoproteina de
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baixa densidade (LDL), e concentracBes diminuidas de colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL). Esse estado de hipercolesterolemia juntamente com
hipertrigliceridemia sdo fatores de risco para progressdo da aterosclerose e o
desenvolvimento de doenca cardiaca, que é a principal causa de morte no mundo
(Musunuru, 2010). O estresse oxidativo € um evento precoce nessas condicbes
hiperlipidémicas e existe relatos que os antioxidantes podem interromper o progresso da
doenca. Portanto, tem crescido o interesse em procurar fitoquimicos na reducédo do risco
de doencas cronicas, visto que a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos
presentes pode proteger as células dos danos oxidativos causados pelos radicais
livres (Kim; Joung; Shin, 2019; Pereira-Roche et al., 2017).

Ja foi relatado em estudos in vivo que a amora preta possui efeito protetor na
prevencdo da peroxidacdo lipidica (LPO) no tecido hepéatico (Aydin; Yilmaz; Gokce,
2015). Outro grupo de pesquisa visou explorar os efeitos do extrato etanolico dos frutos
de Morus nigra em ratos ateroscleréticos experimentais (Jiang et al., 2017). Os animais
tratados com 210mg/kg/dia do extrato mostrou niveis significativamente reduzidos de
colesterol total, triglicerideos, LDL e do indice aterogénico, como também reduziu o
contelldo de malondialdeido e aumentou as atividades das enzimas antioxidantes no
figado, todos mantido em valores préximos a normalidade. Quanto ao exame
histopatologico, o extrato atenuou a esteatose hepatica e reduziu as lesdes ateroscleréticas
arteriais, suprimindo o desenvolvimento da aterosclerose e regulando o metabolismo
lipidico, os quais foram atribuidos as antocianinas (23,75%), polifendis (2,95%) e
flavonoides (0,94%) encontrados.

Um estudo visou avaliar as diferencas no perfil fitoquimico do extrato das folhas
de Morus nigra L. obtidas por diferentes extracOes e seu efeito hipolipidémico (Zeni et
al., 2017). A infusdo das folhas apresentou maiores quantidades de fendlicos e
flavonoides (83,85 mg/g e 79,96 pg/g, respectivamente), assim como maior atividade
antioxidante (83,85% - DPPH) do que a decoccdo ou extratos hidrometanolicos. Foram
encontrados os acidos fendlicos clorogénico, galico e cafeico, e os flavonoides quercetina,
rutina e catequina nos extratos, sendo o clorogénico o de maior teor em todos os extratos.
O extrato obtido por infusdo foi selecionado para os ensaios in vivo, em que ratos
hiperlipidémicos tratados com 100mg/kg apresentaram reducdo de colesterol total, LDL
e triglicerideos, normalizaram os niveis de HDL e diminuiram o indice aterogénico e o
fator de risco cardiaco de forma comparavel ao grupo normal. Além disso, inibiu a

peroxidacdo lipidica no figado, rim e cérebro.



47

Para investigar as possiveis vias moleculares em que a Morus nigra L. regula o
metabolismo lipidico, foram realizados ensaios em porcos que foram suplementados com
extratos das folhas em sua alimentacédo (Fan et al., 2020). A suplementacdo com ragéo
contendo o extrato reduziu significativamente as concentrag@es séricas de triglicerideos
e colesterol livre e aumentou a propor¢ao de HDL/LDL, mantendo os niveis normais de
glicose sérica e acidos graxos livres. Houve também reducdo significativa no tamanho
dos adipdcitos levando a uma espessura da gordura dorsal mais fina, com consequente
aumento da lipase sensivel ao hormdnio (HSL). Os niveis de leptina e adiponectina em
circulagdo também foram aumentados, o que favorece na perda de gordura.

Assim sendo, as propriedades antioxidantes de Morus nigra L. parecem proteger
0 organismo contra peroxidacao lipidica e favorecer a reducdo de triglicerideos e LDL,

indicando um potencial hipolipidémico e antiobesidade.

3.2.3.4 Atividade anti-inflamatoria

A inflamacdo é um mecanismo de defesa imunol6gica que o corpo usa para
combater patdgenos e substancias exdgenas, que podem agredir 0 organismo. Nesses
processos, uma variedade de mediadores quimicos é liberada no tecido danificado,
incluindo citocinas e radicais livres, que continuardo a danificar os tecidos se ndo forem
removidas do corpo, causando os sinais classicos da inflamacdo: vermelhidao, edema,
calor e dor. Um processo inflamatorio em niveis celulares e teciduais geram uma série de
efeitos com dilatacdo das vénulas e arteriolas, aumento da permeabilidade vascular, fluxo
sanguineo e leucdcitos nos tecidos (Fullerton; Gilroy, 2016; Tasneem et al., 2019). Na
resposta inflamatoria, leucocitos e mastocitos presentes nas regides de dano geram
mediadores inflamat6rios como citocinas, acido araquiddnico e quimiocinas, que liberam
espécies reativas de oxigénio (EROs) na &rea danificada (Biswas, 2016). Em condi¢des
normais, ha um equilibrio entre a formacdo EROs e radicais livres e 0s mecanismos de
defesa antioxidante enddgeno. No entanto, quando o equilibrio € perturbado, esse
ambiente inflamatdrio desencadeia estresse oxidativo e danos celulares, resultando em
inimeras doencas como diabetes, doencas cardiovasculares, cancer, doencas
degenerativas, isquemia (Arulselvan et al., 2016; Hussain et al., 2016). Portanto, fontes
antioxidantes naturais, tais como produtos ricos em polifendis, podem ser usadas pra

profilaxia ou tratamento de diversas condi¢des e patologias.
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A avaliacdo da composicao de extratos dos frutos de Morus nigra L. mostrou-o
como uma boa fonte de fendis (485mg GAE/100g) e com conteudo de antocianinas totais
de 206,1 mg/100g. Apresentou atividade bioldgica in vitro relevante, sendo antioxidante
igual a 32,9 umols de Trolox/g (DPPH), 26,1 umols de Trolox/g (ABTS) e 21,3 umols
de Trolox/g (FRAP), e anti-inflamatdria com inibicdo de ciclooxigenase de ICsg 125
pg/mL (COX1) e 64 pg/mL (COX2) (Negro et al., 2019). Outro estudo foi desenvolvido
para investigar e comparar frutos e folhas de Morus nigra L. quanto sua atividade
cicatrizante e anti-inflamatoria in vivo (Akkol et al., 2015). O extrato liofilizado de frutas
apresentou atividade significativa de cicatrizacdo, aumentando a resisténcia a tracdo das
feridas em 31% e capacidade de contracao da ferida em 59%, enquanto o extrato aquoso
de folhas em 23,7% e 24,3% respectivamente. A atividade anti-inflamatoria foi observada
pela inibi¢do da permeabilidade vascular, onde o extrato das frutas na dose de 200 mg/kg
também foi superior, inibindo em 39,0%, enquanto o extrato das folhas de 200 mg/kg em
13,1%.

Outro grupo de pesquisa também avaliou os efeitos anti-inflamatdrios dos extratos
das folhas pela resisténcia a tracdo das feridas e capacidade de contracdo da ferida, além
da medicdo do edema da pata na inflamacdo induzida por carragenina em ratos (Zhou et
al., 2019). A resisténcia a tracdo dos grupos tratados com extrato a 7,5% foi comparavel
ao grupo de referéncia, assim como a contracao das feridas, que apresentou fechamento
completo em 20 dias, e a inibicdo do edema da pata. Além disso, 0 MNL mostrou
propriedades antioxidantes significativas, por sua capacidade de aumentar os niveis das
enzimas SOD, CAT e GSH em 29.97, 25.17 e 31.71 mg/50 mg de tecido respectivamente.
O efeito anti-inflamatorio do extrato dos frutos foi avaliado em modelos de periodontite
em ratos, com o objetivo de diminuir a taxa de perda 6ssea alveolar (Talo Yildirim et al.,
2019). No estudo, o tratamento com o extrato diminuiu os niveis das colagenases MMP-
8 e MMP-13 nos tecidos, a reabsorcdo do osso alveolar e a destruicdo dos anexos
cemento-esmalte e dos ligamentos periodontais.

Quanto as andlises de atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas, a Morus
nigra L. foi testada em alguns estudos in vivo. Chen e colaboradores mostraram que 0s
frutos apresentaram um teor de flavonoides totais (TF) de 20,9 mg/g, com predominancia
de antocianinas (Chen et al., 2016). O poder antioxidante medido pela eliminacdo de
radicais OH™ foi de ~50% na concentragdo de 48uL. de TF, DPPH ~60% a 2.4uL. de TF e
ABTS 97,8% a 20 uL de TF. Ja a atividade anti-inflamatdria foi mostrada pela redugéo
do edema de orelha e de pata em camundongos em 60,1% e 8,6% respectivamente, bem
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como inibiu as citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IFN-y, sem diferenca quando
comparado ao tratamento com dexametasona. Por fim, a antinocicep¢do foi confirmada
pela redugdo de comportamentos semelhantes a dor (lamber patas) no teste de formalina.
Um estudo mais recente do mesmo grupo de pesquisa mostrou que o extrato bruto das
frutas apresentou alto conteudo de antocianinas (11,3 mg/g) e flavonéis (0,7 mg/g) (Chen
etal., 2018). No teste in vitro, diminuiu a expressao de proteinas pré-inflamatorias, como
interleucina-6 (IL-6), éxido nitrico sintase indutivel (iNOS), fosfo-p65 (p-p65) e fosfo-
IxBa (p-IkBa), e aumentou a expressdo de interleucina anti-inflamatéria (IL-10). Em
animais, a atividade antinociceptiva foi confirmada no teste formalina pela reducéo da
duracdo de dor em ambas as fases (dor neurogénica e dor inflamatoria), de forma
semelhante a dexametasona, sendo que os flavondis e antocianinas isolados ndo
apresentaram atividade significativa sozinhos, apenas quando administrados associados.

Quando se trata das folhas, os extratos etanolicos foram testados para tais
atividades. O estudo de Ribeiro e colaboradores avaliou o extrato isolado e incorporado
em drug delivery systems (DDSs), em lesfes de pata de camundongos induzidas por
veneno de serpente (Ribeiro et al., 2019). Tanto o extrato, como a rutina e quercetina
isoladas foram mais eficientes em reduzir o edema local do que o soro polivalente e a
flunixin (anti-inflamatoério), com o extrato atuando em trinta minutos, enguanto 0s
flavonoides em 2h. Além disso, o extrato diminuiu o edema de pata causados por
serotonina, bradicinina e carragenina, com inibicdo da migracdo de leucécito, mostrando
que seu mecanismo é anti-inflamatério e ndo neutralizador de veneno. Também causou
diminuicdo da hipernocicepcdo mecanica local, com inicio rapido e duracao durante todo
0 ensaio, enquanto a flunixin durou apenas 5 h. A foi mantida mesmo apds a incorporacéo
do extrato em microparticulas ou fibras. Ja na pesquisa de Souza et al, foram usados o0s
métodos de contor¢Ges abdominais induzidas pelo &cido acético, teste da formalina e
placa quente (Souza, GR et al., 2015). No teste de contor¢des abdominais, o tratamento
de camundongos com 400 mg/kg do extrato das folhas reduziu o nimero de contorcdes
100%, bem como produziu uma significativa inibicdo em ambas as fases do teste da
formalina, sendo mais pronunciado na fase de dor inflamatéria (84%). Porém, ndo revelou
efeito no teste da placa quente, o que sugere que o efeito antinociceptivo pode ser mediado

através de mecanismos periféricos.

3.2.3.5 Atividade antimicrobiana
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O controle eficiente das doencas infecciosas na era da resisténcia microbiana
emergente exige o desenvolvimento consistente de novos agentes antibidticos com novos
modos de acdo. Nesse contexto, hd muitos anos a atividade das plantas contra micro-
organismos tem sido estudada, existindo estudos publicados suficientes baseados nos
medicamentos tradicionais a base de plantas de todo o mundo. Vérios relatos das
propriedades antimicrobianas de extratos, 0leos essenciais, resinas e varias classes de
compostos isolados de plantas foram publicados. No entanto, a diversidade dos efeitos
antimicrobianos € claramente relacionada com a parte da planta usada, assim como o tipo
de solvente e de patogeno (Kokoska et al., 2018; Pisoschi et al., 2018; V. Prusov, 2016).
Baseada na sua composicdo, a Morus nigra L. tem sido estudada para diversas espécies
de micro-organismos como bactérias, fungos e parasitas.

As folhas de Morus nigra L. foram testadas em diferentes solventes para avaliacdo
de composicéo e atividades antibacterianas (Souza et al., 2018). Foi demonstrado que o
extrato de acetato de etila (AcOEt) foi o0 de maior conteudo de fendlicos totais (153,00
11,34 mg GAE/qg) e flavondides totais (292,50 + 70,34 mg CE/g), bem como melhor
atividade antioxidante com ICso 50,40 ug/mL para eliminagdo de DPPH. Também
mostrou a melhor atividade entre os extratos, contra metade das oito bactérias testadas,
sendo Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri e Staphylococcus aureus.
Um estudo, ja citado anteriormente, mostrou que além de anti-inflamatorio e antioxidante,
0 extrato das folhas de Morus nigra L. também possui atividade antimicrobiana contra
cepas de bactérias Gram-positivas - Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis
(concentragao inibitéria minima (MIC) de 31,25 pg/mL) -, Gram-negativas - Escherichia
coli (MIC 14,62 pg/mL) e Proteus vulgaris (MIC 7,81 pug/mL) -, e contra duas cepas de
fungos - Candida albicans e Candida glaborata (MIC 31,25 pg/mL) -, com halo de
inibicdo semelhante aos controles com Anfotericina B e Ciprofloxacino (Zhou et al.,
2019).

Um grupo de pesquisa avaliou o efeito antibacteriano do extrato etanélico da casca
do caule, fruto e folhas de Morus nigra L. (Budiman et al., 2017). Os resultados
mostraram que 0s extratos etanodlicos da casca de caule e das frutas tiveram efeito
inibitorio contra S. epidermidis e P. acnes, sendo a casca do caule o mais ativo, com valor
de MIC 4 mg/mL e 2 mg/mL respectivamente e halo de inibi¢cdo superior ao controle
positivo feito com clindamicina. Além disso, o extrato mais ativo também induziu o
vazamento de proteinas e ions nas células bacterianas e causou dano a membrana celular

na concentracdo 4x a MIC. Outro estudo que avaliou a atividade do extrato etandlico das
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frutas contra 0s mesmos organismos obteve resultados semelhantes, mostrando uma MIC
de 2,5% contra S. epidermidis e P. acnes e MBC de 2,5% e 5% respectivamente. Em
relagdo a atividade antioxidante, o ensaio por DPPH mostrou ICsg 146,731 mg/mL (Aulifa
et al., 2018). As atividades antibacterianas do extrato da fruta contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli também ja foram demonstradas (Issa; Abd-Aljabar, 2017).
A Morus nigra L. também ja foi estudada por sua possivel atividade contra o
parasita causador da doenca de chagas, o Trypanosoma cruzi, e seu efeito no processo
inflamatorio e dano oxidativo na fase cronica da doenca (Montenote et al., 2017). Os
resultados mostraram que a tintura a 20% das folhas de Morus nigra L. possuia conteddo
de polifenol e flavonoides totais de 261,66 pg GAE/mL e 361,83 pg RE/mL
respectivamente, e atividade antioxidante pelo método FRAP de 32,09 uM de trolox/g e
pelo DPPH com ECsp 72,28 uL/mL. Nos ensaios in vivo, verificou-se que o tratamento
causou uma reducdo na parasitemia dos animais quando comparados aos controles,
principalmente no grupo que recebeu 25 pL da tintura, mas na fase crénica, a dosagem
de 50 pL apresentou melhor atividade em algumas defesas antioxidantes e minimizou o
processo inflamatdrio tecidual. Em relacdo as concentracfes de GSH, o composto
fitoterapico induziu a producdo de GSH na fase aguda, porém na fase crénica ocorre uma
reducdo, indicando que ha uma deplecéo do sistema de defesa antioxidante envolvendo
glutationa. Assim, os resultados deste estudo corroboram que as folhas de Morus nigra
L. sdo uma fonte promissora de compostos naturais que devem ser considerados para

estudos futuros como alternativas para o tratamento da doenga de Chagas.

3.2.3.6 Atividade anticancerigena

Estudos epidemioldgicos revelaram que uma dieta rica em carotendides e
compostos fendlicos esta intimamente relacionada com um risco diminuido de varios
distdrbios degenerativos, incluindo varios tipos de cancer (Sowmya Shree et al., 2017;
Van Poppel; Goldbohm, 1995). Seus efeitos preventivos tém sido associados ao seu
potencial antioxidante, que esta relacionado a capacidade de proteger células e tecidos de
danos oxidativos e atrasar o envelhecimento, desencadeando as propriedades
anticancerigenas e pré-apoptoticas. Essas classes de constituintes bioativos presentes da
Morus nigra L. compreendem moléculas quimioprotetoras com potencial para prevencao
e combate ao cancer (Khan et al., 2014; Marti; Rosello; Cebolla-Cornejo, 2016; Mileo;
Miccadei, 2015).
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Um estudo investigou as propriedades anticancerigenas in vitro de extratos
etanolicos dos frutos de Morus nigra L. em adenocarcinoma da mama (MCF-7). Ambos
0s extratos (seco e fresco) apresentaram efeito citotoxico e efeito antiproliferativo devido
ao indice mitético diminuido de maneira dependente da dose e do tempo, além de
aumento de apoptose e morte celular comprovadas pelas alteracdes morfoldgicas e
fragmentacdo de DNA. Porem, o extrato fresco foi melhor em todos os testes (Ahmed A
et al., 2016). Outro estudo também investigou os efeitos antiproliferativos e
antimigratorios in vitro do extrato das frutas de Morus nigra, bem como de seus ativos
lectina (Morniga G) e Chalcone 4 hydrate, na linhagem celular de adenocarcinoma
colorretal HT-29. No ensaio de citotoxicidade, o extrato a 10% e a lectina (50 uM) foram
eficazes em reduzir a viabilidade das células em mais de 70%, inclusive com efeito
antiproliferativo sinérgico com o cetuximab, mas a chalcona ndo apresentou efeito. O
extrato foi mais eficaz em evitar migragdo celular (Ht- et al., 2017).

Além do efeito citotdxico em células de adenocarcinoma da préstata humano (PC-
3), Turan e colaboradores avaliaram a composicao fenolica do extrato dos frutos de Morus
nigra. O &cido ascorbico e o &cido clorogénico foram os principais compostos fendlicos
detectados, e atividade antioxidante moderada foi detectada pelos métodos TPC e FRAP.
O extrato exibiu citotoxicidade seletiva contra células PC-3 (ICso 376,1 pg/mL) em
comparagdo com células de fibroblastos (IC50 424,9 ug/mL). Também levou a parada do
ciclo celular de células PC-3 na fase G1, reduziu o potencial de membrana mitocondrial
e reduziu significativamente o nimero de células viaveis e aumentou o numero de células
mortas e apoptoticas induzida pelo aumento da atividade da caspase (Turan et al., 2017).

Outro trabalho que também buscou avaliar a composicéo e a atividade bioldgica
dos extratos das folhas de Morus nigra L., obteve seus extratos por diferentes técnicas e
testou suas atividades anticancer nas linhagens celular de rabdomiossarcoma humano
(RD), carcinoma do colo uterino humano (Hep2c) e fibroblasto murinho (L20B). Foi
encontrado em sua composicao acidos graxos (> émega 3 e 6), os quais estdo ligados a
propriedades anti-inflamatérias e antitromboticas, carotendides (> [-caroteno) e
compostos fendlicos (> &cido caféico), que possuem acdo antioxidante. Elevados efeitos
antioxidantes foram confirmados por quatro métodos (DPPH assay, reducing power
assay, f-carotene bleaching method and deoxyribose assay), onde o extrato obtido por
maceracgdo apresentou-se mais potente que obtido por extracao por fluido supercritico. O
macerado também foi o extrato mais citotoxico para todas as celulas testadas, com ICso

menores que 16ug/mL (Radojkovic¢ et al., 2016).
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Ja a pesquisa de Tang e colaboradores foi planejada para avaliar a melhoria no
potencial do extrato das folhas de Morus nigra L. ao incorpora-lo em nanoparticulas de
zinco (ZnONPs) e avaliando seu efeito anticancer. Para isso, a atividade antioxidante
(SOD, GSH e CAT) e geracdo de ROS, viabilidade celular, variagbes morfoldgicas
apoptoticas, alteracGes do potencial da membrana mitocondrial (MMP), parada do ciclo
celular e status de peroxidacdo lipidica (TBARS) foram avaliadas in vitro em células
carcinoma gastrico. A MN-ZnONPs apresentaram atividade citotdxica contra célula
estudada (1Cso de 10ug/mL), induziram apoptose por formacdo melhorada de ROS, além
de diminuicdo do MMP, aumento do estresse oxidativo e parada do ciclo celular,
induzindo apoptose. Assim, as MN-ZnONPs demonstraram-se capaz de conter o
crescimento de células de sarcoma gastrico (Tang, Qing et al., 2020).

De acordo com esses resultados, fica demonstrado o potencial dos extratos de
diferentes partes da Morus nigra L. como um promissor candidato para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos baseados em produtos naturais contra
diversos tipos de doencas. Contudo, ainda sd@o necessarios mais ensaios in vivo para
confirmacédo dos efeitos benéficos observados in vitro, bem como ensaios quanto a sua
toxicidade devem ser realizados para comprovar sua seguranga no uso. Além disso, esses
dados podem servir como ponto de partida para estudos adicionais com produtos

derivados da planta.

3.2.3.7 Atividade anti-hipertensiva

Vaérios estudos tém investigado os efeitos dos extratos de Morus nigra L. na
reducdo da PA em modelos animais e em humanos. Em estudos com animais, PAS, PAD,
PA média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) anormalmente elevadas foram normalizadas
pela ingestdo de folhas de amoreira (Nade et al., 2013; Naowaboot et al., 2009; Yang;
Jhou; Tseng, 2012).

Uma investigacdo da reatividade vascular revelou que as folhas de amoreira
melhoraram as respostas dos vasos sanguineos aos estimuladores exdgenos. A reatividade
prejudicada dos vasos sanguineos, incluindo dilatacdo diminuida e aumento da
constrigdo, foi significativamente restaurada aos niveis normais apds o tratamento

prolongado com folhas de amoreira (Naowaboot et al., 2009).
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Além disso, as folhas de amoreira reduziram a pressao sanguinea e a frequéncia
cardiaca ao inibir a enzima ECA. Estudos in vitro observaram a menor atividade da ECA
apos as células serem tratadas com extrato de folhas de amoreira com IC so de 29,8
mg/mL (Yang; Jhou; Tseng, 2012). Uma diminui¢do na contragdo vascular em resposta
a fenilefrina indicou que as folhas de amoreira bloquearam a via de entrada de calcio nas
células, atuando desta forma, como bloqueadores dos canais de calcio (Nade et al.,
2013). O outro mecanismo possivel de acdo anti-hipertensiva poderia ser do contetdo de
acido y-aminobutirico (GABA) no extrato de folhas de amoreira porque a PA média do
grupo de tratamento reduziu com uma tendéncia semelhante ao grupo que recebeu GABA
puro (Yang; Jhou; Tseng, 2012).

O mecanismo da hipertensdo causada pelo sistema renina-angiotensina
aldosterona (SRAA) ¢é geralmente atribuido ao efeito vasoconstritor direto da
angiotensina II (Ang-II) e ao efeito mineralocorticoide da aldosterona (Pei; Kan; Yue,
2021). No estudo de experimentacdo in vitro, a artéria renal esquerda do rato foi ligada
para criar um modelo de hipertensao renal, que desencadeou secrecdo excessiva de renina
e ativou 0 SRAA. Apds o tratamento com a fracdo sollvel de acetato de etila de extratos
de metanol de Morus nigra L. por seis semanas, melhorando assim a funcéo do endotélio
vascular, diminuindo a PA (Nade et al., 2013).

Além disso, ratos diabéticos in vivo foram tratados com Morus nigra L. na
dosagem de 0,25-1,0 g-kg ! por dia durante 8 semanas. Curiosamente, verificou-se que
o tratamento com 0,5 e 1,0 g-kg ~! Morus nigra L reduziu a PAS, PAD, PAM e FC para
niveis quase normais (Naowaboot et al., 2009). A hipertensdo é uma das complicacdes
dos pacientes diabéticos crénico, sendo assim, estudos descobriram que a Morus nigra L.
pode aliviar a hipertensdo em ratos diabéticos (Naowaboot et al., 2009). No entanto, a
hipertenséo aliviada por Morus nigra L. causada por diabetes ainda néo esté clara.

Em resumo, ha evidéncias cientificas de que o uso de extratos de Morus nigra L.
pode contribuir para a reducdo da PA em individuos com hipertensdo. No entanto, mais
pesquisas sdo necessarias para entender melhor os mecanismos envolvidos e a dose ideal

de extrato para obter os beneficios anti-hipertensivos.

3.2.4  Aspectos toxicoldgicos de Morus nigra L.

3.2.4.1 Toxicidade aguda e subaguda
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Informac6es estdo disponiveis na literatura sobre a toxicidade das diversas partes
da Morus nigra L. utilizadas na medicina popular. Em algumas regides do Brasil, é
amplamente difundido o uso desta planta para o tratamento de doengas crénicas como
diabetes e menopausa, frequentemente havendo substituicdo do tratamento convencional
por chas ou outras formas de preparo de Morus nigra L. (Oliveira et al., 2013). Neste
cenario, é extremamente necessario a realizacdo de estudos que avaliem a seguranca do
uso popular de Morus nigra L. em diversas condi¢des clinicas.

A toxicidade aguda e subaguda do extrato etanélico das folhas de Morus nigra L.
(EEMN) foi avaliada em ratos Wistar por Figueredo et al. (Figueredo et al., 2018). A
administracdo via oral de uma tnica dose (2000 mg/kg) de EEMN em fémeas nédo induziu
sinais de toxicidade ou mortalidade durante o periodo de observacdo de 14 dias. Nao
houve alteragdes no consumo de alimento, peso corporal ou peso relativo dos 6rgdos dos
animais; e a analise macroscépica do figado e rins ndo demonstrou sinais de patologia.
Diante desses resultados, o EEMN foi classificado na categoria 5 do OECD 423, sendo
considerado de baixa toxicidade e com DLso estimada acima de 2000 mg/kg.

No estudo de toxicidade subaguda, diferentes doses de EEMN (500, 750 e 1000
mg/kg) foram administradas diariamente por 28 dias em ratos Wistar machos e fémeas.
Apls o periodo de administracdo do extrato, ndo foram verificadas alteracGes
significativas de parametros hematoldgicos em relacdo ao grupo controle, exceto na
contagem total de células sanguineas em fémeas (1000 mg/kg) e porcentagem de
neutréfilos em ambos os géneros (500 mg/kg). Os niveis de creatinina ndo foram alterados
e houve reducédo da ureia em machos (1000 mg/kg), inferindo-se que todas as dosagens
de EEMN néo induziram efeitos nefrotoxicos. Indicios de hepatotoxicidade também néo
foram verificados e, beneficamente, houve reducdo dos niveis da aspartato
aminotransferase (AST) em machos (750 e 1000 mg/kg) e fémeas (1000 mg/kg),
sugerindo uma atividade hepatoprotetora possivelmente atribuida a quercetina e acido
caféico - compostos fitoquimicos presentes em maior quantidade no extrato (Figueredo
et al., 2018).

O tratamento com EEMN n&do alterou a atividade das enzimas delta-
aminolevulinato dehidratase (6-ALA-D) e superdxido dismutase e ndo induziu a
lipoperoxidacdo nos tecidos hepéticos e renais. Além disso, houve um aumento da
atividade da catalase renal e hepatica nas fémeas (750 mg/kg) e machos (1000 mg/kg),
sugerindo que o EEMN néo contribuiu para o estresse oxidativo nos tecidos avaliados.
Na avaliacdo dos parametros comportamentais, o teste de observacdo de objetos (RO)
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indicou um leve aumento ndo significativo da memoria longa nos animais tratados com
EEMN em relacdo ao grupo controle, sugerindo uma possivel atividade neuroprotetora
do extrato (Figueredo et al., 2018).

A toxicidade subaguda do cha (extrato aquoso) das folhas de Morus nigra L. foi
avaliada em ratos Wistar machos na pesquisa realizada por Oliveira et al. (Oliveira et al.,
2013). O cha, preparado por decoccdo (12 g de droga vegetal/100 mL de agua), foi
administrado (500 mL/dia) por 30 dias. Durante o periodo de estudo, ndo foi verificada
mortalidade ou sinais de toxicidade nos animais, sendo, portanto, 0 extrato aquoso
considerado de baixa toxicidade. Na avaliacdo dos pardmetros hematologicos, os animais
tratados com o cha exibiram um aumento no ndmero de mondcitos e diminui¢do das
plaquetas em relacdo ao grupo controle. No entanto, as causas e implicacdes dessas
alteracGes hematoldgicas ndao foram discutidas pelos autores do estudo. Por outro lado,
parametros bioquimicos como glicose, colesterol, triglicerideos, marcadores da fungéo
renal (&cido urico, ureia e creatinina), hepatica (ALT/TGP e AST/TGO) e pancreética
(amilase) ndo mostraram alteracdes significativas em relagdo ao grupo controle.

As informac@es disponiveis sobre a toxicidade de Morus nigra L. ainda sdo
limitadas a estudos pré-clinicos, abrangendo apenas extratos aquosos e etanolicos das
folhas. Dados sobre a seguranca das outras partes desta planta (frutos, cascas e raiz)
utilizadas pela medicina popular, sob diversas formas de preparo, ainda sdo ausentes na

literatura.

3.2.4.2 Toxicidade reprodutiva

Como ja mencionado, na medicina popular, € comum o uso das folhas de Morus
nigra L. por mulheres na menopausa como substituto ao tratamento convencional de
reposicao de estrogénio. Além disso, as folhas sdo utilizadas para amenizar 0s sintomas
caracteristicos da menopausa, especialmente ondas de calor, e, por mulheres mais jovens,
para o alivio dos sintomas de tensdo pré-menstrual. Considerando o uso desta planta por
mulheres na idade reprodutiva e na menopausa, a pesquisa realizada por (Queiroz et al.,
2012) investigou o efeito estrogénico e a toxicidade reprodutiva do extrato hidroetandlico
das folhas de Morus nigra L. (MnHE) em ratos Wistar fémeas. Os autores deste estudo
partiram do pressuposto que os componentes fitoquimicos, responsaveis pelos diversos
efeitos farmacoldgicos das folhas da Morus nigra, podem induzir efeitos colaterais no

sistema reprodutivo feminino. Por exemplo, fitoestrégenos e flavonoides que tém efeito
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estrogénico podem interferir na sintese dos horménios ovarianos e no ciclo estral (vaginal
ciclicity). Alguns compostos fendlicos e o B-silosterol - modificadores da expressdo
génica e anticarcinogénicos - podem alterar a proliferacdo celular ou a expressao génica
durante o desenvolvimento e diferenciacdo do embrido. Por fim, compostos fenolicos
com atividade anti-inflamatdria podem afetar a produgéo das prostaglandinas F2-a ou E,
que estdo envolvidas em processos reprodutivos como ovulagdo e implantacdo do
blastocisto, respectivamente.

Para avaliagdo do efeito estrogénico, as fémeas receberam diferentes doses do
MnHE (24-700 mg/kg) por via oral durante 15 dias. Para analise da toxicidade
reprodutiva, o tratamento com MnHE foi continuado durante o periodo de copulacédo e
até o 15° dia de gestacdo. A funcdo reprodutiva foi avaliada em trés estagios: analise
citoldgica vaginal, anélise histoldgica dos ovarios e histomorfometria do Gtero. As doses
mais altas do MnHE (350 e 700 mg/kg) n&o induziram alteragdes da ciclicidade vaginal
e a ovulacdo foi constatada nos animais tratados na dosagem de 350 mg/kg. Nao foram
verificadas alteracdes expressivas da morfologia geral dos ovarios e do Utero dos animais
tratados em relacdo ao grupo controle, observando-se endométrios espessos —
caracteristicas que sugerem que o MnHE ndo foi capaz de exercer efeito estrogénico. O
indice de implantacdo, que mede o sucesso de implantacdo do blastocisto no endométrio,
ndo teve alteracdo entre os animais tratados e o grupo controle, sugerindo que as
condi¢cBes hormonais necessarias para o desenvolvimento embrionario ndo foram
modificadas. Além disso, ndo foram verificadas altera¢cdes no nlimero, peso corporal ou
morfologia externa (patas, face e fechamento do tubo neural) dos fetos, indicando que o

MnHE néo induziu efeitos embriotdxicos (Queiroz et al., 2012).

3.2.4.3 Interacgdes entre Morus nigra L. e medicamentos

Interagbes medicamento-nutriente sdo definidas como as alteragfes da
farmacocinética e farmacodinamica de um farmaco que sdo induzidas por um ou mais
componentes de um alimento, ou, de modo contrario, sdo as alteragcdes de nutrientes
causadas por medicamentos. Essas interacbes podem melhorar ou inibir a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo de um medicamento ou alterar o seu efeito
terapéutico no organismo. Desta forma, interacfes medicamento-nutriente podem causar
riscos severos a seguranca e eficacia da farmacoterapia oral (Koziolek et al., 2019;
Zawiah et al., 2020).
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Além do uso na medicina popular, os frutos de Morus nigra (conhecidos como
black mulberry) sdo comestiveis e tém recebido ampla atencéo da indudstria de alimentos
devido aos seus fitoconstituintes e sabor Unico (Dincer; Tontul; Topuz, 2016). Na maioria
dos paises europeus, os frutos de Morus nigra L. sdo utilizados para preparar sucos,
geleias, marmeladas, vinhos, vinagres e outros produtos alimenticios (Lim; Choi, 2019).
Considerando as diferentes formas de uso da black mulberry, seja como planta medicinal
ou como alimento, é importante investigar as interacbes medicamento-nutriente que
podem ser induzidas por este fruto.

O efeito inibitdério do suco de black mulberry na atividade da CYP3A — uma
importante enzima da familia CYP450 envolvida no metabolismo hepatico de varios
medicamentos — foi investigado por Hyunmi et al. (2006). O potencial de inibi¢éo in vitro
foi medido através da avaliagdo da reagdo de 1’-hidroxilacdo do midazolam (um farmaco
substrato da CYP3A) em microssomos hepaticos humanos. O suco de black mulberry
apresentou potente inibicdo da CYP3A com IC50 de 2,96 + 0,33% (v/v, com 20 min de
pré-incubacéo) e 6.22 + 0.47 % (sem pré-incubacdo), valores proximos aos obtidos com
0 suco da toranja (IC50 0,09 + 0,03% e 0,32 + 0,11% com e sem pré-incubacdo,
respectivamente) — um conhecido inibidor da CYP3A. Considerando que
aproximadamente 30% dos medicamentos utilizados na clinica sdo metabolizados pela
CYP3A, o uso concomitante com os frutos de Morus nigra pode induzir alteracdes na
farmacocinética desses medicamentos (Hyunmi et al., 2006; Lim; Choi, 2019).
Entretanto, a inibicéo da atividade enzimética da CYP3A in vitro ndo é confirmativo que
0 Mesmo processo ocorre in vivo. Portanto, estudos pré-clinicos e clinicos ainda sdo
necessarios para avaliar a relevancia clinica da inibicdo desta via metabolica pelos frutos

de Morus nigra L.

3.2.4.4. Citotoxicidade em linhagem de células in vitro

Ensaios de proliferagdo e citotoxicidade em linhagens de células in vitro séo
aplicados para avaliar a resposta celular frente a um farmaco ou qualquer outro agente
terapéutico. Atualmente, esses testes sdo muito utilizados pela industria farmacéutica
como uma ferramenta de screening de farmacos antitumorais, através da determinacéo do
potencial citotoxico de uma molécula contra linhagens tumorais especificas (Adan; Kiraz;

Baran, 2016). Esses ensaios também sdo muito Uteis nos estudos de toxicologia in vitro,
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permitindo a avaliacdo da citotoxicidade de um agente terapéutico frente as linhagens de
células fisiologicamente relevantes. Por exemplo, linhagens de hepatocitos humanos
(e.g., primary human hepatocytes cell lines) sdo utilizadas para investigar o potencial
hepatotoxico de farmacos durante o estagio inicial do desenvolvimento de medicamentos
(Donato; Tolosa, 2019).

Pesquisas baseadas no uso popular constataram que a Morus nigra L. atua na
inibicdo da producdo de melanina, podendo ter aplicacbes dermocosméticas como agente
despigmentante. Considerando este potencial, a pesquisa de Freitas et al. (de Freitas et
al., 2016) investigou a citotoxicidade do extrato etandlico das folhas de Morus nigra em
trés linhagens de células constituintes da pele: queratindcitos humanos (HaCat),
fibroblastos de ratos (L-929) e melanoma de roedores/murine (B16F10). Apds tratamento
com o extrato (0,98 — 2000 pg/mL), a morte celular foi avaliada através do ensaio de
biorreducdo do sal de tetrazolio WST-8. O extrato, na concentragdo de 7,81 ug/mL (IC50
de inibicdo da tirosinase - enzima chave da melanogénese), ndo resultou em morte celular
nas linhagens testadas. Os valores de 1C50 de citotoxicidade foram calculados em 107,2
pg/mL para os melanomas, 324.2 pug/mL para os queratindcitos e 116,3 pg/mL para os
fibroblastos — concentracOes que exibiram inibi¢do da tirosinase superior a 90%. Esses
resultados sdo indicativos que o extrato das folhas de Morus nigra L.pode ser incorporado

em formulacGes de uso tépico para tratar condi¢des de hiperpigmentacdo da pele.

3.2.4.5 Efeito protetor contra substancias toxigénicas

Dentre as diversas formas de uso de Morus nigra L. pela medicina popular, a
utilizacdo como agente protetor contra substancias toxigénicas tem recebido grande
atencdo dos cientistas. Por exemplo, uma pesquisa baseada no uso popular constatou o
efeito protetor das folhas desta planta contra a inflamacao e dor induzida pelo veneno da
cobra Bothrops jararacugu (Ribeiro et al., 2019). Além disso, na nossa pesquisa de
literatura, encontramos estudos pré-clinicos que avaliaram o efeito protetor de Morus
nigra L. contra a toxicidade induzida por medicamentos, pesticidas e radiacdo ionizante,
0s quais serdo discutidos neste tépico.

O extrato aquoso das folhas de Morus nigra L. foi testado para reverter o quadro
de intoxicacdo induzida por clorpirifés (CPF) — um pesticida organofosforado
potencialmente neurotoxico — em ratos albino machos (SEUFI et al.,, 2019). A

administracdo oral de CPF-etil (13,50 mg/kg — concentracéo de LD50) causou alteragdes
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significativas em varios parametros hematoldgicos, incluindo reducdo da hemoglobina,
hematdcrito, contagem total de eritrocitos (RBC) e leucécitos (WBC), e aumento das
plaquetas. Alteracdes metabolicas como reducéo dos niveis séricos de glicose, colesterol
total e triglicerideos também foram verificadas. Indicios de lipoperoxidacgdo, estresse
oxidativo, dano celular e neurotoxicidade foram detectados atraves do aumento nos niveis
de malondialdeido (MDA), reducdo da capacidade antioxidante total, aumento da
atividade da lactase dehidrogenase (LDH) e reducdo da atividade da acetilcolinesterase
(AChE), respectivamente. Entretanto, a administragdo oral do extrato de Morus nigra
(0,15-0,40 g/kg) em conjunto com o CPF-etil (13,50 mg/kg) foi capaz de antagonizar as
alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e enzimaticas supracitadas. Os autores sugeriram
que as folhas da Morus nigra L. tém atividade protetora em quadros de intoxicacdo por
compostos organofosforados devido ao excelente potencial antioxidante dos seus
fitoconstituintes, especialmente seus compostos fenolicos (Seufi et al., 2019).

Em outra pesquisa, os frutos de Morus nigra L. foram investigados quanto ao
potencial protetor contra os efeitos deletérios da radioterapia clinica (Ghasemnezhad
Targhi et al., 2017). A radiagdo ionizante provoca danos teciduais severos devido a agio
de espécies reativas de oxigénio, que sdo geradas pela radidlise da agua celular. Neste
contexto, € crescente a procura por compostos potencialmente antioxidantes, de origem
sintética ou natural, que sejam eficientes na reducéo do estresse oxidativo induzido pela
radiacdo. Considerando a abundéncia em antocianinas e outros compostos fendlicos
antioxidantes, o extrato aquoso dos frutos da Morus nigra L. (200 mg/kg) foi
administrado em ratos Wistar machos 3 dias antes e 3 dias apds exposicdo a radiacdo 3
Gy e 6 Gy. Foi constatado que o extrato conseguiu reduzir a genotoxicidade e
citotoxicidade em células da medula 6ssea, conforme verificado pela redugdo do nimero
de microndcleos (eritrécitos micronucleados policrométicos e normocromaticos) em
relacdo ao controle positivo. Além disso, o extrato foi capaz de inibir a lipoperoxidacao
e estresse oxidativo no figado dos animais. Diante dos resultados, os fitoconstituintes dos
frutos da Morus nigra L. podem ter efeito protetor contra os danos teciduais induzidos
pela radiacdo ionizante.

Diab et al. (Diab, Kawthar A et al., 2020) avaliou o efeito protetor do extrato
metandlico das folhas de Morus nigra L. contra os danos induzidos pelo paracetamol (N-
acetil-p-aminofenol) no figado, medula dssea e testiculos de ratos Swiss machos. Este
medicamento é muito utilizado como analgésico e antipirético no mundo inteiro, no

entanto a overdose (> 4000 mg/dia) induz a necrose hepética e faléncia renal em humanos
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e animais. Neste estudo, os animais receberam paracetamol (500 mg/kg) em combinacao
ou ndo com o extrato de Morus nigra L. (150, 300 e 500 mg/kg) por 4 dias. O tratamento
com o extrato reduziu os danos ao DNA nos tecidos hepatico e renal, além de diminuir o
nimero de espermatozdides com anormalidades cromossomais e morfolégicas —
inferindo-se um papel protetor da Morus nigra L. contra a genotoxicidade induzida pelo
paracetamol nos tecidos avaliados. Também foi verificado que o extrato conseguiu
suprimir o estresse oxidativo, através da reducdo dos niveis de MDA e aumento da
glutationa S transferase, e também melhorou a funcdo hepatica e renal dos animais. A
administracdo do extrato também ajudou na restauragdo da histoarquitetura dos tecidos
lesados (figado e rins) e diminuiu a expressdo da proteina p53 (marcador da
carcinogénese) no figado, rins e testiculos. Os autores sugeriram que os efeitos nefro- e
hepatoprotetores promovidos pela Morus nigra L. provavelmente deve-se a supresséo da

inflamacdo e do estresse oxidativo verificados na intoxicagao pelo paracetamol.

33 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS BASEADO EM
NANOMATERIAIS

“Nano” faixa de tamanho ideal oferecida pela nanotecnologia refere- se a um
milionésimo de uma unidade especifica, portanto, sdo sistemas que variam entre 1 e 1000
nm.(Hami, 2021; Hossen et al., 2019-) Invencdo mais recente da nanotecnologia em
ciéncia biomédica e farmacéutica resulta em melhoria vantajosa bem sucedida por meio
de sistemas de liberacdo de farmacos, para varias doencas. Esta tecnologia permite a
entrega de farmacos gque sdo pouco solUveis em agua, aumenta biodisponibilidade oral,
aumento da permanéncia no sangue, aumento penetracdo tecidual e efeitos colaterais
minimizados com agdo dos tecidos alvo. O objetivo geral desse tipo de formulagdo é
permitir a introdugdo de principios ativos no corpo, a fim de melhorar ndo apenas sua
eficacia, mas também sua seguranca, controlando a quantidade, o tempo e a liberacdo do
medicamento no local de agéo, atravessando as membranas biologicas para chegar ao alvo
terapéutico. (Laller et al., 2020; Saleh et al., 2021; Vyas; Rathod; Patel, 2023)

A potencial toxicidade inerente aos principios ativos ou a alta dosagem necessaria
para alcancar o efeito farmacologico, € uma desvantagem comum apresentada pelas vias
de administracdo sisttmica. A via oral de administracdo, por exemplo, limita o uso de
farmacos com pH resistente ou altamente hidrofilicos para garantir a absor¢ao necessaria

pelas células do epitélio intestinal. Da mesma forma, a natureza invasiva das injeces foi
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associada a um alto risco de infeccdo, para minimizar os riscos e desvantagens associados
as vias tradicionais de administracdo, os sistemas de liberacdo de farmacos estdo se
tornando cada vez mais sofisticados (Nile et al., 2020a; Vyas; Rathod; Patel, 2023).

O pequeno tamanho e alta area de superficie dos nanomateriais permitem que eles
entrem nas células e interajam com biomoléculas facilmente, da mesma forma que podem
proteger farmacos encapsulados da degradacdo in vivo. Por outro lado, o efeito de
primeira passagem pode ser prevenido pelo uso de sistemas de entrega de farmacos em
nanoescala, especialmente no caso de farmacos insollveis em &gua (Jeevahan;
Chandrasekaran, 2019).

A formulacdo da nanocarreadora a ser escolhida para incorporacdo de farmacos
depende de varios fatores, incluindo as propriedades fisico-quimicas do farmaco
(solubilidade, permeabilidade, estabilidade) a ser encapsulada, o tipo de nanocarreador
que melhor se adapta as caracteristicas dos farmacos e as necessidades terapéuticas, a rota
de administracdo, o tamanho e a estabilidade do nanocarreador, além da facilidade de
producdo em escala comercial. Isso se deve, pois nanocarreadores podem ser formulados
com diferentes materiais, tais como lipidios, proteinas e metais, que influenciam nas
propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e
capacidade de direcionamento para o alvo. A escolha do tipo de material a ser utilizado
na formulacdo depende das caracteristicas do farmaco, da rota de administracdo e da
injecédo terapéutica (Nile et al., 2020b; Rad et al., 2019).

Nanoparticulas, como as particulas na faixa nanométrica, ttm mostrado grandes
promessas em uma ampla gama de aplicacdes cardiovasculares. As nanoparticulas sao
moveis em sistemas intra e extravasculares, tornando-as ideais para o alvo entrega de
agentes terapéuticos. Eles tém mostrado um potencial significativo para fornecer uma
plataforma para entrega direcionada de farmacos, devido a vérias vantagens que
apresentam, como excelentes propriedades de direcionamento, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e alta capacidade de encapsulacdo de farmacos (Banik; Fattahi;
Brown, 2016; Belwal et al., 2018; Laller et al., 2020; Nile et al., 2020c).

O objetivo central da nanoterapia para o tratamento da hipertensdo é aumentar a
eficicia e minimizar os efeitos colaterais causados por medicamentos administrados
livremente, pois podem ser direcionadas para os tecidos especificos onde a hipertensdo é
mais prevalente, aumentando a eficacia e diminuindo os efeitos adversos, sendo assim,
sdo projetadas para liberar o medicamento de forma controlada e gradual, o que pode

ajudar a manter niveis terapéuticos constantes no corpo do paciente.
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Desta forma, sistemas nanoparticulados poliméricos a partir de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis sdo opgOes atraentes para administracdo controlada de
farmacos e direcionamento de farmacos e vem sendo extensivamente estudadas. O
farmaco é dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado a uma matriz de nanoparticulas
e varios polimeros tém sido usados na pesquisa de entrega de anti-hipertensivos orais
incluindo polilactideo-coglicélido (PLGA), policaprolactona (PCL), Eudragit RL/RS,
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e quitosana, pois podem efetivamente entregar o
farmaco a um local alvo e, assim, aumentar o beneficio terapéutico, minimizando os
efeitos colaterais. (Alam et al., 2017; Nesello et al., 2017).

Entre estes polimeros, resinas de polimetacrilato, como Eudragit RL100, tém sido
utilizadas como revestimentos de pelicula ou transportadores inertes para formular
sistemas orais de liberacdo controlada.

Eudragit RL, também conhecido como Eudragit Retard L (Evonik Degussa India
Pvt. Ltd., Mumbai, india), € um copolimero de poli (acrilato de etila, metilmetacrilato e
metacrilato de cloro trimetil-amdnio etilico) contendo uma quantidade de quaternario
grupos de amonio entre 8,8% e 12%(Pignatello et al., 2001) . A propor¢do molar destes
grupos de amdnio para os restantes ésteres neutros do acido (met)acrilico é de 1:20 com
Eudragit RL. O peso molecular médio € de aproximadamente 15 000. A letra RL refere-
se a letra inicial da palavra alema leichtdurchlassing (livremente permeavel). Sua
gravidade especifica, ponto de fusdo e temperatura de transicdo vitrea sdo: 1,17-1,20,
225°C e 105°C, respectivamente (Parashar; Ramrakhiani; Datt, 1999; Rongthong et al.,
2020).

E insoltvel em valores fisiologicos de pH e capaz de intumescer limitado,
representando assim um bom material para dispersdo de farmacos. Sua carga positiva
pode permitir um maior tempo de residéncia das NPs no local administrado, pois sua
carga confere ao polimero interacdo com drogas aniénicas e mucina. A presenca do grupo
carboxila permite que interacfes quimicas e/ou fisicas (adutos zwitteriénicos, pares de
ions) ocorram com o grupo amonio dos polimeros RL em dispersdes solidas (Rongthong
et al., 2020). Desta forma, sua utilizacdo para incorporacdo de compostos fendlicos totais
pode ser Util, visto que compostos fendlicos que possuem grupos carboxila (-COOH)
podem formar adutos zwitteridnicos com o Eudragit RL 100, que contém grupos amoénio
quaternario. Adutos zwitteriénicos resultam da interacao entre um ion positivo (amonio
quaternario) e um ion negativo (carboxila). Além das interacfes ibnicas, as interacoes

hidrofébicas também podem desempenhar um papel. As partes ndo polares dos
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compostos fendlicos e do polimero podem interagir de maneira favoravel, promovendo a
miscibilidade e a formacéo de sistemas estaveis (Patra et al., 2017).

Apesar de serem insolUveis em &gua, mas devido a presenca de grupos amina
quaternarios, as nanoformulacdes com esse polimero apresentam certo inchago e
permeabilidade, permitindo que a 4gua penetre lentamente. E importante ressaltar que o
intumescimento do Eudragit® RL ¢ independente do pH, mas pode ser fortemente afetado
pelos tipos e concentracfes de ions no ambiente circundante (Das; Suresh; Desmukh,
2010; Katara; Majumdar, 2013b)

Eudragit RL 100 é utilizado para revestir cristais, granulos arredondados,
microcomprimidos e pellets. Também é usado para granulagdo como primeiro estagio na
construcdo de estruturas de matriz, particularmente com medicamentos livremente
soltveis. Atua como formador de filme ou agente de ligacdo para peletizacdo de
medicamentos. O Eudragit, como material polimérico seguro e nao toxico, é facil de ser
absorvido por administracdo oral. Uma ampla revisao da literatura sobre o Eudragit RL
100 revelou que ele € usado para abordagens de liberagdo controlada e melhoria da
biodisponibilidade em vérias formas farmacéuticas, como nanoparticulas, comprimidos,
filmes bucais, adesivos transdérmicos, inser¢Bes oftalmicas, etc. Singh; Pai, (2016).
prepararam nanoparticulas de atazanavir carregadas com Eudragit RL 100 para melhorar
a biodisponibilidade oral. Estas nanoparticulas foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo. As nanoparticulas baseadas em Eudragit L100 mostraram potencial de
biodisponibilidade melhorado. Ofokansi; Kenechukwu, (2013) prepararam comprimidos
de ibuprofeno a partir de complexos interpolieletrdlitos (IPECs), formados entre Eudragit
RL100 e quitosana, por método ndo estequiométrico, e comprimidos baseados no
complexo acima, por método de granulacdo Umida. O complexo foi capaz de impedir a
liberagdo do medicamento no estbmago e no intestino delgado e ajudou na administracao
especifica do medicamento ao célon. Palem et al., (2013) prepararam filmes bucais
extrudados por fusdo a quente (HME) de domperidona (DOM) usando a combinacédo de
HPMC E5 LV ou Eudragit RL100 como transportadores poliméricos, juntamente com
alguns outros transportadores, exibindo biodisponibilidade 1,5 vezes melhorada. Thakur
et al. (2016) formularam a inser¢do bioerodivel de azitromicina para prolongar o tempo
de liberacdo e melhorar a disponibilidade ocular. A insercdo de azitromicina foi preparada
utilizando hidroxilpropilmetilcelulose (HPMC) e Eudragit RL100. A formulacéo
(compreendendo 1,5% de HPMC e 3% de Eudragit RL100) mostrou liberagdo do farmaco
durante 12 horas de maneira constante e controlada.
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3.3.1 Nanoparticulas poliméricas

Os polimeros sdo materiais leves e versateis que possuem diversas propriedades
Uteis para varias aplicacGes praticas. Eles sdo amplamente utilizados em nosso estilo de
vida atual e o mercado comercial de polimeros é bastante significativo e em constante
crescimento. As NPs tém se destacado devido as suas propriedades Unicas e capacidade
de serem moldadas em vérias estruturas. No entanto, muitos polimeros puros possuem
baixas propriedades mecénicas e elétricas em comparacdo com metais e ceramicas, 0 que
levou ao desenvolvimento de varias formas de polimeros para atender as demandas de
diferentes aplicacGes (Alamgir, 2018; Ramachandran et al., 2019).

Embora grande parte do trabalho pioneiro em sistemas de liberagdo controlada
tenha sido conduzido usando polimeros ndo degradaveis, os polimeros degradaveis e
biodegradaveis sdo a escolha preferida para o desenvolvimento de sistemas poliméricos
de administracdo de farmacos (Potulski et al., 2014).

As NPs sdo coloidais e tém sido amplamente utilizadas em diversas areas das
ciéncias e tecnologia. Essas nanoparticulas sdo compostas de polimeros e, devido ao seu
tamanho nano, conferem muitas propriedades novas e Unicas que nao sao encontradas no
polimero a granel (Fagundes et al., 2021; Nalawade; Gajjar, 2016a). As NPs apresentam
impactos quanticos e uma area de superficie aumentada em relacdo ao volume, o que
resulta em propriedades fisico-quimicas alteradas e introduz o valor da nanociéncia e da
nanotecnologia. As NPs sdo frequentemente empregadas nas pesquisas, quando
comparadas com outros sistemas coloidais apresentam maior estabilidade em fluidos
bioldgicos e ao armazenamento, além da matéria-prima ser de facil obtencéo.

A automontagem ocorre por meio da formacdo de micelas, que sdo estruturas em
forma de esfera ou cilindro, compostas por um nucleo hidrofébico/éleo e uma casca
hidrofilica/agua, ou um nucleo hidrofilico/agua e uma casca hidrofébica/dleo. (Figueredo
et al., 2018). A formacdo das micelas ocorre acima da concentracdo micelar critica
(CMC), que é a concentragdo em que a automontagem de polimeros € induzida como
demonstrado na figura 4. CMC é a concentracdo minima de um surfactante (também
conhecido como agente tensoativo) em uma solugdo aquosa, na qual as micelas comegam
a se formar (Banik; Fattahi; Brown, 2016; Su et al., 2020). As micelas sdo agregadas
moleculares de surfactantes que se organizam em uma estrutura esférica ou cilindrica em

solugcdes aquosas acima da CMC. Abaixo da CMC, as moléculas de surfactante
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permanecem dispersas na solucdo. A CMC é uma importante propriedade fisico-quimica
para a formacdo de NPs, pois a automontagem de polimeros em NPs é geralmente
induzida pela adi¢cdo de um surfactante acima da CMC do polimero em solu¢do. A
automontagem de NPs pode ser direcionada por surfactantes ou outros aditivos para
controlar a forma e o tamanho das nanoestruturas formadas (Banik; Fattahi; Brown, 2016;
Robles-Garcia et al., 2018).

Figura 4- Representacdo esquematica das micelas normais e inversas
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Fonte: Autoria propria

O termo “nanoparticula” compreende tanto as nanocapsulas quanto as nanoesferas,
que diferem em relacdo a sua morfologia. As nanocapsulas sdéo compostas por um ndcleo
oleoso no qual o farmaco geralmente estd dissolvido, envolto por uma membrana
polimérica que controla o perfil de liberacdo do farmaco a partir do nucleo. As
nanoesferas sdo baseadas em uma rede polimérica continua na qual ndo contém o nucleo
oleoso em sua composicdo e sdo formadas por uma matriz polimérica, em que a
substancia é dispersa por todo o polimero, na sua superficie, no seu interior ou dissolvido
na matriz, como mostrado na Figura 5 (Crucho; Barros, 2017; Guterres; Alves; Pohlmann,
2007).



67

Figura 5- Representacdo de nanoparticulas poliméricas
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3.3.1.1 Métodos de preparacdo das nanoparticulas

Dependendo do tipo de farmaco a ser carregado nas NPs e seus requisitos para
uma determinada via de administracdo, diferentes métodos podem ser utilizados para a
producdo das particulas. (Jawahar; Meyyanathan, 2012; Rubio et al., 2016a).A escolha
do método de producdo depende da natureza do polimero e da aplicacdo desejada. Por
exemplo, alguns polimeros podem ser dificeis de dissolver ou emulsionar em certos
solventes, o que pode limitar o uso de certos métodos de produgdo. Além disso, 0 tamanho
e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas produzidas podem variar com o método
de producdo escolhido, o que pode afetar a eficacia do sistema de entrega de farmacos.
Independentemente do método de preparacdo empregado, os produtos sdo geralmente
obtidos na forma de suspensdes aquosas coloidais (Hernandez-Giottonini et al., 2020;
Jawahar; Meyyanathan, 2012).

3.1.1.1.1 Evaporacao do solvente

A evaporacdo do solvente foi o primeiro método desenvolvido para preparar NPs
poliméricas a partir de um polimero pré-formado. Nesse método, inicialmente é
necessaria a preparacdo de uma emulsdo 6leo-em-agua (o/a), levando a producdo de
nanoesferas.(Szczech; Szczepanowicz, 2020). Primeiramente, é preparada uma fase
organica, constituida por um solvente organico polar no qual o polimero é dissolvido, e 0
ingrediente ativo (por exemplo, fa&rmaco) é incluido por dissolucdo ou dispersédo. O
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diclorometano e o cloroférmio tém sido amplamente utilizados. Uma fase aquosa, que
contém um surfactante (por exemplo, acetato de polivinila; PVA), também tem sido
preparada frequentemente. A solucdo orgénica é emulsificada na fase aquosa com um
surfactante e, em seguida, € normalmente processada usando homogeneizacdo de alta
velocidade ou ultrassom, produzindo uma dispersao de nanogoticulas. Uma suspenséo de
NPs e formada pela evaporacdo do solvente do polimero, que se difunde através da fase
continua da emulsdo. O solvente é evaporado por agitacdo magnética continua a
temperatura ambiente (no caso de solventes mais polares) ou em um processo lento de
pressdo reduzida (como acontece ao usar, por exemplo, diclorometano e cloroférmio).
Ap0s a evaporacdo do solvente, as nanoparticulas solidificadas podem ser lavadas e
coletadas por centrifugacédo, seguida de liofilizagcdo para armazenamento a longo prazo.
(Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016; Sharangi; Datta, 2015).

Para farmacos hidrofilicos é preferivel a producao de emulsdes maltiplas (A/O/A).
Nesse método, a fase interna é composta por uma solucdo aquosa contendo o farmaco
hidrofilico, que é emulsionada em uma fase organica constituida por um polimero
dissolvido em um solvente orgéanico. Essa emulsdo é entdo dispersa em uma solucao
aquosa externa contendo um emulsificante, formando uma emulsdo do tipo A/O/A
(Sharangi; Datta, 2015).

Durante a evaporacdo do solvente, o solvente organico é evaporado através da fase
organica e a fase interna (que contém o farmaco hidrofilico) é encapsulada em particulas
poliméricas solidas dispersas na fase externa aquosa. Esse método permite a producao de
nanoparticulas com tamanho, morfologia e carga superficial controlados, além de
promover a protecdo e a liberacdo controlada do farmaco encapsulado (Anghel et al.,
2012; Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016; Singh; Srivastava, 2019).

3.1.1.1.2 Nanoprecitagado

Dentre os diversos métodos que vém sendo utilizados para a producdo de
nanoparticulas  biopoliméricas, o método de precipitacdo antisolvente ou
nanoprecipitacdo é um método direto e rapido, no qual, ao contréario de outros métodos
de estabilizacdo de particulas, ndo é necessario um agente emulsificante. (Caicedo
Chacon et al., 2023).

Na pratica, o soluto hidrofébico (moléculas de biopolimeros ou lipidios) é primeiro

dissolvido em um solvente organico polar, como etanol, metanol ou acetona normalmente
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sdo usados, produzindo solucdes binarias. Devido a imiscibilidade em agua, eles podem
ser facilmente removidos por evaporacédo. Essa solucéo é entdo adicionada gradualmente
sob agitacao (gota a gota) ou por taxa de adi¢do controlada a uma quantidade especificada
de um antissolvente (essa insolubilidade deve ser relativa ao soluto), geralmente agua,
que deve ser miscivel com o solvente polar em todas as proporcdes. Nesta fase, a solucéo
binaria comeca a se tornar insoltvel para o soluto a medida que a concentragdo do
antissolvente aumenta e o sistema evolui para a separacdo de fases. Devido a rapida
difusdo espontanea da solugdo polimérica na fase aquosa, as nanoparticulas se formam
instantaneamente na tentativa de evitar as moléculas de agua. A medida que o solvente se
difunde das nanogoticulas, o polimero precipita na forma de nanocéapsulas ou nanoesferas
(Caicedo Chacon et al., 2023; Sanchez-L6pez et al., 2016).

Quando o soluto ¢ hidrofilico, geralmente é solubilizado em &gua, tornando o
composto organico polar o antissolvente. Essa metodologia é fécil, mas a principal
limitacdo pratica esta na possivel floculacdo de particulas e formacdo de grandes
agregados. Nesse método, é possivel adicionar a fase organica a fase aquosa, mas também
é viavel realizar o processo reverso sem comprometer a formagéo das nanoparticulas. E
comum incluir surfactantes no processo para garantir a estabilidade da suspenséo
coloidal, embora ndo sejam necessarios para a formacdo das nanoparticulas (Bernal-
Chavez et al., 2021; Chidambaram; Krishnasamy, 2014).

A nanoprecipitacdo é um método frequentemente utilizado para a preparacao de
NPs com dimensdes em torno de 170 nm, mas também permite a aquisi¢do de nanoesferas
ou nanocapsulas. As nanoesferas sdo obtidas quando o principio ativo é dissolvido ou
disperso na solucdo polimérica. As nanocapsulas sdo obtidas quando o farmaco é
previamente dissolvido em um oOleo, que é entdo emulsionado na solucdo orgéanica
polimérica antes que a fase interna seja dispersa na fase externa da emulséo. (Salatin et
al., 2017).

3.1.1.1.3 Emulsificacdo/Difusdo de Solvente

Este método consiste na formacdo de uma emulsdo o/a entre um solvente
parcialmente miscivel em &gua contendo polimero e farmaco, e uma solugdo aquosa com
um surfactante. A fase interna dessa emulsdo é constituida por um solvente organico

parcialmente hidromiscivel, como alcool benzilico ou acetato de etila, que é previamente
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saturado com agua para garantir um equilibrio termodindmico inicial de ambas as fases a
temperatura ambiente (Souto et al., 2019).

A subsequente diluicdo com grande quantidade de agua induz a difusdo do
solvente das goticulas dispersas para a fase externa, resultando na formagao de particulas
coloidais. Geralmente, este é o método usado para produzir nanoesferas, mas
nanocapsulas também podem ser obtidas se uma pequena quantidade de 6leo (como
triglicerideos: C6, C8, C10, C12) for adicionada a fase organica. Finalmente, dependendo
do ponto de ebulicdo do solvente orgéanico, esta Ultima etapa pode ser eliminada por
evaporacao ou por filtracdo. Ao final, é possivel obter NPs com dimensdes variando de
80 a 900 nm. Este método é frequentemente aplicado para a producéo de NPs poliméricas,
apesar da exigéncia de um grande volume da fase aquosa, que deve ser eliminada da
dispersdo coloidal, e apesar do risco de difusdo do farmaco hidrofilico para a fase
aquosa(Guterres; Alves; Pohlmann, 2007; Kumar et al., 2012).

3.1.1.1.4 Emulsificacdo/salting-out reverso

O método de emulsificacdo/difusdo de solvente descrito acima pode ser
considerado como uma modificacdo do método de emulsificacdo/salting-out reverso. O
método salting-out baseia-se na separacdo de um solvente hidromiscivel de uma solucéo
aquosa, através de um efeito salting-out que pode resultar na formacgéo de nanoesferas. A
principal diferenca é a composi¢do da emulsdo o/a, que é formulada a partir de um
solvente polimérico miscivel em agua, como acetona ou etanol, e a fase aquosa contém
um gel, o agente salting-out e um estabilizador coloidal (Lim; Hamid, 2018; Mahalingam;
Krishnamoorthy, 2015a; Wang et al., 2016). Exemplos de agentes salinizantes adequados
incluem eletrélitos, como cloreto de magnésio, cloreto de célcio ou acetato de magnésio,
bem como ndo eletrolitos, por exemplo, sacarose. A miscibilidade de acetona e agua é
reduzida pela saturagéo da fase aquosa, o que permite a formacgéo de uma emulséo o/a a
partir das outras fases misciveis.

A emulsdo o/a é preparada, sob intensa agitacdo, a temperatura ambiente. Em
seguida, a emulsdo € diluida utilizando um volume adequado de &gua deionizada ou de
uma solugdo aquosa para permitir a difusdo do solvente organico para a fase externa, a
precipitacdo do polimero e, consequentemente, a formacdo de nanoesferas. O solvente
restante e o0 agente de salinizacdo sdo eliminados por filtracdo de fluxo cruzado. A

condicdo de completa miscibilidade entre o solvente organico e a 4gua ndo é essencial,
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mas simplifica o processo de execucdo. As dimensdes das nanoesferas obtidas por este
método variam entre 170 e 900 nm. O tamanho médio pode ser ajustado para valores entre
200 e 500 nm, variando a concentracdo de polimero da fase interna/volume da fase
externa (Lim; Hamid, 2018; Mahalingam; Krishnamoorthy, 2015a).

3.3.1.2 Caracterizagao

As propriedades fisicas das NPs poliméricas podem apresentar variacdes, tais
como diferengas na composicdo e concentracdo, além de variagGes no tamanho, forma,
propriedades de superficie, cristalinidade e estado de disperséo. Essas caracteristicas sao
frequentemente avaliadas através de diversos métodos, com o objetivo de se obter uma
caracterizagdo completa das NPs. Além disso, a caracterizacdo das NPs poliméricas é
importante para avaliar seus riscos a saude e ao meio ambiente, especialmente em termos
de nanotoxicologia e avaliacdo da exposi¢do nos locais de trabalho (Andreani et al., 2015;
Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016).

Ao avaliar a composi¢do, o tamanho, a forma, as propriedades de superficie, a
cristalinidade e o estado de dispersdo das NPs poliméricas, € possivel entender melhor
seu comportamento em diferentes ambientes, como em sistemas biolégicos ou em
processos industriais. 1sso pode ajudar a identificar possiveis efeitos adversos a salde e
ao meio ambiente, bem como a otimizar o desempenho das NPs em suas aplicacfes
(Carbone et al., 2018).

3.3.1.2.1 Morfologia

A microscopia eletrénica, tanto de varredura (MEV) quanto de transmissdo
(MET), é amplamente utilizada para obter informagdes sobre a forma e o tamanho de
NPs. O MEV é uma técnica utilizada para obter imagens de superficie em alta resolugéo,
na qual um feixe de elétrons € direcionado para a amostra, gerando sinais que refletem a
composicdo atbmica e a morfologia da superficie (Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016).
No entanto, muitas NPs sdo essencialmente invisiveis a microscopia eletrénica devido a
sua natureza orgénica, que nao desvia suficientemente o feixe de elétrons. Por isso, é
necessario revestir a amostra com uma fina camada de metal para criar uma camada
condutora na amostra, inibir o carregamento da superficie, reduzir os danos térmicos e

melhorar o sinal do elétron secundario, necessario no MEV.
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O MEV de baixa voltagem pode ser conduzido em um FEG-MEV, no qual um
campo elétrico faz com que elétrons de alta energia sejam emitidos de um emissor de
filamento de tungsténio com uma ponta tdo pequena quanto 10 nm. Como resultado, esta
técnica tem uma maior resolucdo espacial e melhor relagdo sinal-ruido. O tamanho,
distribuicdo de tamanho e morfologia dos NPs podem ser adquiridos diretamente do MEV
com alta resolucdo. A pureza da amostra NPs e seu grau de agregacdo também podem ser
inferidos a partir de imagens MEV. Porém, a preparacdo da amostra € destrutiva e nunca
se pode ter certeza de que a imagem observada é verdadeiramente representativa da
amostra em massa, 0 que pode levar a estatisticas tendenciosas de distribuicdo de tamanho
em amostras heterogéneas (Andreani et al., 2015; Crucho; Barros, 2017)

O MET é capaz de distinguir entre nanocapsulas e nanoesferas, além de determinar
a espessura da parede da nanocapsula. As nanoesferas sdo esféricas e possuem estrutura
polimérica solida, enquanto as nanocapsulas sdo formadas por um envelope polimérico
fino (cerca de 5 nm) ao redor do nucleo oleoso. A microscopia de forca atbmica (AFM)
também € uma teécnica usada para caracterizar a morfologia da superficie das NPs
poliméricas. Ela fornece informacGes em alta resolucdo em trés dimens@es e em escala
nanométrica, além de ser capaz de resolver detalhes de superficie em nivel atbmico
(Andreani et al., 2015; Lorca-Ponce et al., 2023).

3.3.1.2.2 Distribuicao de tamanho de particula

Em geral, as NPs obtidas por diferentes métodos apresentam diametros médios que
variam entre 100 e 300 nm. E desejavel que a polidispersdo seja minimizada, idealmente
proxima de zero, e que a distribuicdo de tamanho seja unimodal. Em alguns casos, é
possivel obter particulas com didmetros em torno de 60 a 70 nm, e até mesmao inferiores
a 50 nm. Existem diversas técnicas para medir o tamanho das nanoparticulas, sendo as
mais comumente utilizadas no espalhamento de luz dindmica (DLS) e estatica (SLS),
além das técnicas complementares de MET, MEV e AFM (Brar; Verma, 2011; Carvalho
etal., 2018).

E importante ressaltar que as medidas de tamanho podem variar dependendo do
método utilizado. Por exemplo, a microscopia eletronica fornece uma imagem da
particula isolada do ambiente, enquanto o DLS permite determinar o raio hidrodindmico
de particulas suspensas. Além disso, 0 DLS é um complemento importante para o TEM,
pois pode medir tamanhos maiores e fornecer informacdes sobre o estado de agregacao
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das nanoparticulas em solucdo, bem como mudancas na distribuicdo de tamanho das
particulas. Varios fatores podem influenciar o tamanho das nanoparticulas poliméricas,
como a composicao quali-quantitativa. Por exemplo, no caso das nanocépsulas, a natureza
do éleo utilizado como nucleo pode influenciar o diametro da particula devido a
diferencas de viscosidade, hidrofobicidade ou tensédo interfacial entre as diferentes fases
liquidas. Além disso, a quantidade de farmaco incorporado também pode afetar o
didmetro médio das nanoparticulas, podendo levar a particulas maiores com uma
distribuicdo de tamanho mais ampla (Bernal-Chavez et al., 2021; Liebel et al., 2023).

Desta forma, uma formulacdo eficaz, segura e estavel de NPs requer uma
distribuicdo de tamanho homogénea, ou seja, um sistema monodisperso. Para avaliar a
homogeneidade da distribuicdo de tamanhos das particulas em uma amostra, o indice de
polidispersdo (PDI) é frequentemente utilizado. O PDI fornece uma representacdo
numeérica da distribuicdo de tamanhos, variando de 0,0 a 1,0 (Carvalho et al., 2018;
Danaei et al., 2018).

Valores de PDI inferiores a 0,1 sdo considerados monodispersos, o que indica uma
populacdo mais homogénea de particulas, com uma distribuicdo de tamanho estreita.
Valores entre 0,2 e 0,3 indicam uma distribui¢do de tamanhos relativamente estreita, com
uma pequena variacao entre os tamanhos das particulas. Por outro lado, valores acima de
0,4 refletem um sistema polidisperso, com uma distribuicdo de tamanhos mais ampla,
indicando uma maior variagdo nos tamanhos das particulas (Danaei et al., 2018; Gordillo-
Galeano; Mora-Huertas, 2021).

Portanto, é desejavel que o PDI seja 0 mais baixo possivel, indicando uma
distribuicdo de tamanho mais homogénea e uma populacéo de particulas mais uniforme.
Isso é importante para garantir a eficacia da formulacdo, a seguranca do sistema e sua

estabilidade ao longo do tempo.

3.3.1.2.3 Propriedades e estabilidade da superficie

No desenvolvimento de novas nanoformulacdes, € essencial avaliar as
propriedades de superficie das nanoparticulas para obter informagdes sobre a estabilidade
coloidal da formulacdo e a quimica da superficie das nanoparticulas em condicGes
especificas. Essas propriedades determinam as interacbes do nanossistema com o
ambiente bioldgico durante a aplicacdo, conhecida como "interface nano-bio"(Honary;
Zahir, 2013).
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A repulsdo ou atracdo eletrostatica entre nanomateriais € um dos parametros
fundamentais que afetam a estabilidade coloidal das nanoformulagdes e suas interagdes
com o ambiente. Quando as nanoparticulas sdo dispersas em uma solucdo iénica, como a
agua, elas adquirem uma carga superficial, que é protegida por uma camada de contraions
fracamente ligados, chamada de camada difusa. Isso permite a medicdo de um parametro
eletrocinético importante, conhecido como potencial zeta, na regido de deslizamento que
discrimina a camada difusa dos ions livres presentes na solucdo. A distancia que se
estende entre a camada de ions fortemente ligados a superficie da nanoparticula (ou
camada de Stern) e a camada difusa é chamada de dupla camada elétrica (EDL), conforme
definido pelo parametro de Debye, que € altamente influenciado pela composicédo ibnica
da solugdo (Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016; Honary; Zahir, 2013; Zielinska et al.,
2019).

O potencial zeta ({) NPs reflete a carga superficial das particulas, que pode ser
influenciada por alterac@es na interface com o meio dispersante. Essas mudancas podem
ocorrer devido a dissociacdo de grupos funcionais presentes na superficie das particulas
ou a adsorcdo de espécies idnicas presentes no meio aquoso, bem como devido ao efeito
de solvatacdo (Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2021).

A determinacdo do potencial zeta € realizada utilizando técnicas de Doppler para
medir a velocidade da particula em resposta a uma voltagem aplicada. A partir da
mobilidade eletroforética das particulas em um solvente especifico, o potencial zeta é
calculado. Os principais componentes das nanoparticulas poliméricas, como
fosfolipidios, poloxameros e polimeros, podem influenciar o potencial zeta quando estédo
presentes nas formulagGes. Um valor de potencial zeta relativamente alto, geralmente
considerado na faixa de [+30 mV/|, é importante para garantir uma boa estabilidade fisico-
quimica da suspensdo coloidal. Isso ocorre porque forcas repulsivas mais intensas tendem
a evitar a agregacdo das particulas, mesmo em colisdes ocasionais com nanoparticulas
adjacentes (Bohrey; Chourasiya; Pandey, 2016; Chiu et al., 2021).

A determinacdo do potencial zeta é util para elucidar o mecanismo de associagédo
de farmacos as nanoparticulas. Portanto, o potencial zeta das NPs pode ser ajustado de
acordo com a aplicacdo especifica, através da introducdo de surfactantes ou outros

revestimentos na superficie das particulas.

3.4 ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
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A administracdo prolongada de farmacos quimicos para o controle da hipertenséo
pode acarretar em sérios problemas de saude. Por exemplo, medicamentos como 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), os bloqueadores dos receptores
de angiotensina (BRA), os blogueadores dos canais de calcio e o0s diuréticos,
frequentemente prescritos para o controle da pressao arterial elevada, podem causar uma
variedade de efeitos colaterais indesejados. Estes podem incluir tonturas, fadiga, tosse,
reacOes alérgicas, desequilibrio eletrolitico, e em casos raros, insuficiéncia renal. Por
outro lado, os medicamentos fitoterapicos geralmente apresentam menos efeitos
colaterais. Muitas fontes de plantas (extratos) tém sido relatadas como possuidoras de
potencial medicinal, e estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial usa
plantas como fonte primaria de agentes medicinais. Diferentes componentes ativos, como
polifendis (especialmente flavonoides) e alcaldides, foram isolados dos extratos e
estudados por suas atividades benéficas. Como resultado, tem havido um crescente
interesse no uso de fitofarmacos como medicina complementar ou alternativa para a
prevencdo ou tratamento de muitas doencas, incluindo diabete, hipertensao e cancer. Os
fitopolifendis, especialmente os flavonoides, tém demonstrado potencial terapéutico e
devem ser cuidadosamente explorados para esse fim (Ekor, 2014; Maity; Acharyya;
Sankar Chakraborti, 2022).

Porém, a solubilidade aquosa e estabilidade limitada nas condicGes do trato
gastrointestinal, metabolismo acelerado, meia-vida curta e biodisponibilidade reduzida
sdo alguns dos desafios que os agentes bioativos naturais enfrentam. A estrutura quimica
desses agentes governa a absorcdo e as concentracfes plasmaticas apos a administracao
oral. No entanto, a medicao das concentracBes plasmaticas é fundamental para avaliar a
biodisponibilidade dos agentes bioativos naturais e seus metabdlitos. Por exemplo, cerca
de 10% dos polifendis administrados por via oral, ou seus metabolitos, podem ser
encontrados na urina e no plasma. A administracdo oral também pode ser afetada por
problemas como o tempo de transito gastrico insuficiente, baixa permeabilidade intestinal
e sensibilidade as condic¢des do canal alimentar (pH, enzimas, etc.), todos os quais afetam
a eficacia terapéutica desses agentes. Se houver metabolismo extenso dos agentes
bioativos naturais, a administracdo oral resultard em um efeito terapéutico fraco devido a
baixa disponibilidade da forma ativa no plasma ou a presenca de fraches
farmacologicamente inativas (Makadia; Siegel, 2011; Scalbert; Williamson, 2000;
Siddiqui et al., 2023).
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Desenvolver um sistema de liberacdo de farmacos adequado para carregar agentes
bioativos naturais é um desafio significativo. A composicdo em nanocarreadores é uma
estratégia promissora para a entrega desses compostos, ja que o objetivo dos sistemas de
entrega nanométricos é melhorar a eficacia e superar as desvantagens associadas a sua
administracdo. As NPs, em particular, possuem varias propriedades que permitem superar
a maioria dos desafios enfrentados pela entrega de agentes bioativos naturais por
diferentes rotas. Por exemplo, para administracdo oral, as NPs podem proteger os ativos
da degradacdo e transporta-los para as regifes ideais dentro do trato gastrointestinal. Além
disso, seu pequeno tamanho de particula resulta em uma grande area de superficie efetiva,
melhorando a taxa de dissolucdo de drogas carregadas e interagdo efetiva com superficies
epiteliais. E possivel ajustar as condicdes de automontagem durante a preparacéo de NPs
e selecionar categorias de polimeros particulares para controlar suas caracteristicas, como
didmetro de particula, potencial zeta e hidrofobicidade, além de pardmetros de liberagdo
de drogas (rapida, controlada, sustentada).(Banik; Fattahi; Brown, 2016; Watkinson et
al., 2013).

No caso do uso parenteral, a modificacdo da superficie das NPs é vidvel e ndo
complicada, o que leva a superacdo de alguns obstaculos associados a administracdo
parenteral. A encapsulacdo de superficie com fracbes de direcionamento e PEGuilacao
pode efetivamente levar a um comportamento de direcionamento e maior tempo de
residéncia na circulacéo geral, respectivamente. Isso pode ser alcan¢ado usando diversos
polimeros adaptados com grupos desejados ou acoplando polimeros especificos as NPs
projetadas. Especificamente, tem sido relatado que as nanoparticulas poliméricas
entregam efetivamente ativos ao cérebro por meio da suscetibilidade a transcitose
facilitada por adsorcdo e transcitose mediada por receptor através da barreira
hematoencefalica, o que pode ser alcancado ao direcionar peptideos e/ou fracBes de
penetracdo celular ancoradas a superficies de nanoparticulas poliméricas. Diferentes
mecanismos também foram relatados, como a transcitose de células endoteliais,
endocitose de células endoteliais, gradientes de alta concentracdo criados por NPs e
fluidizacdo de membrana por surfactantes incluidos (Kreuter, 2014; Pinheiro et al., 2021).

J& na aplicacdo tdpica, as NPs melhoram a permeacéo da pele, pois sua montagem
na superficie da pele ou do foliculo piloso pode oferecer um reservatorio para liberar o

farmaco incessantemente, criando um gradiente de concentracéo.
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3.5 ENSAIO DE PRE-FORMULACAO E OTIMIZACAO

O planejamento experimental, também conhecido como Design of experiments
(DoE) ¢ uma abordagem sistematica e cientifica para otimizar processos ¢ desenvolver
produtos. Ele pode ser aplicado para melhorar a producao de extratos naturais e a sintese
de nanoparticulas, permitindo a obtencao de resultados mais eficientes e controlados. No
contexto da producdo de extratos naturais, o planejamento experimental pode ser utilizado
para determinar as melhores condigdes de extragao, maximizando o rendimento ¢ a
qualidade dos compostos desejados. Através do planejamento, ¢ possivel investigar e
controlar diferentes variaveis-chave do processo, como o tipo de solvente, temperatura,
tempo de extragdo, relacdo sélido-liquido, pressdo, entre outros. O uso de técnicas
estatisticas, com o DoE, permite que sejam avaliados vérios fatores simultaneamente,
otimizando o processo de extragdo e reduzindo o nimero de ensaios experimentais
necessarios.

Na producao de nanoparticulas, o planejamento experimental pode ser empregado
para otimizar a sintese, controlando a morfologia, tamanho, dispersdo e estabilidade das
nanoparticulas produzidas, ou seja, pequenas modificagdes no processo de fabricagdo
afetam as nanoparticulas em termos de caracteristicas fisico-quimicas como tamanho de
particula, indice de polidispersao e forma da particula. Isso ajuda a encontrar as condi¢des
ideais para obter as nanoparticulas desejadas com maior eficiéncia e consisténcia,
pardmetros biologicos (ou seja, liberacdo, permeacdo, absorcdo) e atividade
farmacoldgica. Dessa forma, ¢ possivel entender melhor o processo de producdo e
desenvolver estratégias para otimizagdo continua e melhorias a longo prazo (Bastogne,
2017; Li; Qiao; Wu, 2017; Politis et al., 2017).

As ferramentas DoE sdo métodos estatisticos que ajudam a entender como os
fatores de entrada (sozinhos e combinados) afetam o produto (respostas). Os métodos
DoE que sdo comumente usados para desenvolver nanocarreadores incluem design de
triagem (Plackett-Burman, fatorial fracionado e fatorial completo) e Metodologia de
Superficie de Resposta (RSM). Métodos RSM como o Design Composto Central (CCD)
e o Design Box-Behnken (BBD) sdo os principais métodos no campo farmacéutico, mas
o Design Doehlert também ¢ aplicado. O tltimo projeto pode ser tao eficaz quanto o CCD
¢ 0 BBD, mas tem sido menos estudado para fins de nanotecnologia.(Badawy et al., 2017;
Dawoud et al., 2019; Zagalo; Sousa; Simdes, 2022).
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Primeiramente, o design de triagem ¢ uma estratégia valiosa para identificar as
variaveis significativas potenciais com um numero reduzido de experimentos. Essa
abordagem preliminar permite selecionar os fatores mais relevantes que afetam o
processo ou produto em estudo. Em seguida, o método de Superficie de Resposta (RSM)
¢ aplicado para aprofundar a investigacdo, identificando o nivel critico do fator mais
importante, previamente determinado pelo design de triagem.(Politis et al., 2017; Tavares
Luiz et al., 2021). A sele¢ao das variaveis a serem estudadas depende dos critérios ¢
conhecimentos do pesquisador sobre o sistema avaliado. Nesse sentido, varias
caracteristicas do processo de producdo de nanocarreadores podem ser investigadas e
otimizadas. Alguns dos fatores que podem ser considerados incluem a quantidade de
farmaco e outros constituintes (tais como surfactante, polimero, lipidio e co-surfactante)
e suas razdes molares (Dar; Din; Khan, 2018; Rajput; Butani, 2019).

Além disso, outros parametros relevantes, como tempo de pressao e
homogeneiza¢do, numero de ciclos de extrusdo, tempo e temperatura de sonicagdo,
amplitude de sonicagdo, entre outros, também podem ser estudados para influenciar as
caracteristicas dos nanocarreadores. Uma observagao importante ao escolher esses fatores
¢ considerar as caracteristicas quantitativas obrigatorias de suas variaveis de entrada, ou
seja, selecionar aqueles parametros que possam ser facilmente controlados e ajustados no
processo de producao.

Ao combinar o design de triagem ¢ o0 RSM, os pesquisadores podem obter uma
visdo mais abrangente do processo de producdo de nanocarreadores, identificando os
fatores criticos e as melhores condi¢des operacionais para alcancar o desempenho e a
qualidade desejados. Essa abordagem sistemdtica e cientifica de planejamento
experimental € essencial para otimizar e aperfeigoar a producdo de nanocarreadores,
garantindo eficiéncia e consisténcia no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmaco.

Dessa forma, um planejamento fatorial fracionado ¢ uma técnica de design de
experimentos de triagem que permite estudar simultaneamente o efeito de varios fatores
independentes em um processo ou produto, reduzindo significativamente o numero de
experimentos necessarios em comparacao com um planejamento fatorial completo. Essa
abordagem ¢ especialmente Util quando o nimero de fatores a serem investigados ¢
grande, e realizar todos os experimentos em um planejamento completo seria inviavel em

termos de tempo, recursos e custos (Carabajal et al., 2020).
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Nesse tipo de planejamento, apenas uma fracdo dos experimentos ¢ conduzida,
enquanto os demais sdo omitidos. Essa fracdo ¢ cuidadosamente selecionada para
representar adequadamente os efeitos principais e algumas interagdes importantes entre
os fatores estudados. O objetivo € obter informacdes suficientes para identificar os fatores
mais relevantes e suas influéncias no processo ou produto, mesmo com um numero
reduzido de experimentos (Draper, 1997; Javed et al., 2022).

Ja os métodos de superficie de resposta tém niveis adicionais ao estabelecido,
onde ¢ possivel avaliar os fatores em uma regido definida entre os niveis, e estimar quais
os niveis 6timos dos fatores para uma determinada resposta. O numero de experimentos
necessarios para a obten¢cdo do modelo BBD ¢ definido como N =2 k(k — 1) + Co, onde
k ¢ o numero de fatores e Co ¢ o nimero de pontos centrais. A matriz BBD para trés
fatores ¢ um projeto esférico e rotativo. Quando esta matriz ¢ vista em uma perspectiva
de cubo de dois pontos, € possivel ver os pontos centrais € os pontos médios das arestas.
O BBD ¢ vantajoso sobre o CCD, pois requer apenas trés niveis para cada fator, enquanto
o CCD requer cinco niveis. Dessa forma, ¢ possivel obter as melhores formulagdes e
designar a eleita para ser reproduzida e seguir demais ensaios ao longo da pesquisa

(Dawoud et al., 2019; Ferreira; Nunes, 2019a; Shimojo; Fernandes; Ferreira, [s. d.]).



80

4. METODOS

Todas as técnicas e métodos estao detalhadamente descritos em cada artigo.

O artigo I diz respeito a otimizacdo de condigdes extrativas a partir de folhas
coletadas em duas localidades diferentes do Brasil. E abordado a influéncia de fatores
como temperatura, propor¢ao droga:solvente e tempo de contato com o liquido extrator,
podem impactar na composi¢do € na obtencdo na maximizagdo de compostos
majoritarios. Nesse capitulo também ¢ abordado atividade antioxidante, com intuito de
promover a padronizagao e otimizagdo do método.

O artigo II diz respeito a produg@o de nanoparticulas incorporando extrato aquoso
de Morus nigra L por dois métodos de obtencdo (nanoprecipitacio e dupla
emulsificagdo). Foram utilizadas técnicas de planejamento de triagem e de superficie
(Box-Behken) que garantiram condig¢des fisico-quimica adequadas na sua producao, além
disso foi avaliado as propriedades bioldgicas das nanoparticulas in vitro frente a sua

liberacao e citotoxicidade em células endoteliais de cordao umbilical.
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5. RESULTADOS
Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigo(s).

51  ARTIGO 1- OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE FOLHAS DE Morus nigra L.
UTILIZANDO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

51.1 Introducéo

A amora-preta (Morus nigra L.) é uma planta oriunda da Asia, da familia
Moraceae, com maior abundancia de producdo frutifera na Asia menor. Na medicina
popular, o cha das folhas de Morus nigra L. € utilizado por mulheres no combate aos
sintomas pré-menstruais ou da menopausa, como também ha relatos do uso contra
diabetes, hipercolesterolemia e gota (Lemos et al., 2020; Miranda et al., 2010).

Gragas & medicina popular, foi possivel observar o potencial terapéutico da
Morus nigra L. suas folhas possuem quantidades consideraveis de compostos fendlicos,
apesar desses, em sua maioria, serem rapidamente degradados no trato gastrointestinal
(Schafranski et al., 2019). As folhas ainda possuem metabdlitos secundarios como
alcalGides, depsideos e depsidonas, taninos e saponinas, que podem apresentar uma série
de beneficios, dentre eles: regulacdo da PA, bem como capacidade antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral, antibiotica e antitumoral (Rosa et al., 2016).

No entanto, caso seja utilizado como matéria-prima pela industria farmacéutica,
métodos de controle de qualidade precisam ser desenvolvidos e validados para atender
requisitos regulamentares, auséncia desses estudos dificultam a reprodutibilidade das
qualidades dos extrativos, o que pode afetar a eficiéncia e a seguranca. Portanto, a
padronizacdo de solugcbes extrativas vegetais, deve ser o primeiro passo durante o
desenvolvimento tecnoldgico de fitofarmacos. Considerando a influéncia de varios
fatores, tais como: o método de extracdo, propriedade de diversos solventes, condi¢bes
extrativas, variacdo na producdo de principios ativos pelo vegetal, bem como o clima,
solo e condigdes de cultivo da planta influenciam tanto no teor, quanto na diferenca entre
compostos fendlicos presentes nas solugdes extrativas (Souza; Vieira; Putti, 2018). A
padronizacdo e controle desses fatores na producdo das drogas e derivados vegetais é
imprescindivel para a qualidade do produto fitoterapico.

O DOE é uma ferramenta estatistica utilizada para otimizacao e/ou triagem, para

0 estudar os efeitos de diferentes variaveis do processo e ou para determinar os melhores
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niveis das variaveis estudados que forcem a maximizacdo da resposta, ou seja, dos
produtos finais. Sendo também capazes de apresentar quais variaveis exercem maior ou
menor influéncia sobre o resultado final. Assim, é possivel reduzir o tempo de
experimentacdo do estudo, diminuir custos e aproximar a relagdo entre o resultado
esperado e o resultado obtido (Lima et al., 2015; Nalawade; Gajjar, 2016b).

Em virtude da existéncia de poucos estudos na literatura correlacionando o local
de coleta e o teor de compostos fendlicos torna-se clara a necessidade de realizagcdo um
estudo de comparacéo entre extratos de Morus nigra L., buscando a maximizacéo do teor
de compostos fendlicos. Similarmente, é essencial o surgimento de mais estudos que
avaliem a capacidade e quantificacdo de compostos antioxidantes no extrato de amoreira,
dada a sua presenca marcante em plantas medicinais. Diante das atividades
farmacol6gicas demonstradas e o uso popular da espécie Morus nigra L., assim como a
importancia da padronizacdo da droga vegetal, 0 objetivo da pesquisa foi de obter uma
padronizacao dos extratos das folhas de Morus nigra L. a partir de localidades diferentes

fazendo o uso de um planejamento fatorial e diversas técnicas analiticas.

5.1.2 Material e métodos
5.1.2.1 Material

Acido trifluoracético UV/HPLC (Dinamica®), acetonitrila grau HPLC (Loba
Chemie), carbonato de sédio (Quimica moderna®, Brazil), filtros 0,22 um (Chromafil ®
Xtra PVDF-20/25), Folin-Ciocateu, 2,2-difenil-picrilhidrazil (DPPH) e (x)-6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® Sdn Bhd, Selangor. Rutina, isoquercetina e acido clorogénico (Sigma®, EUA).
Agua ultrapura foi obtido da Milli-Q Gradient® (Smart, Healforce, EUA) tendo

condutividade inferior a 0,6 uS/cm em todas as analises.

5.1.2.2 Métodos
5.1.2.2.1  Obtencdo e caracterizacdo do material vegetal
5.1.2.2.1.1 Matéria-prima vegetal

As folhas de Morus nigra L. foram coletadas no municipio de Campina Grande-
PB e Petrolina-PE, sob as coordenadas geograficas 07° 13 '37 ’S; 35° 55' 50” W e 9°

19°10°°S; 40°33°39°°W respectivamente. Sua exsicata foi previamente identificada no



83

Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), na qual gerou o nimero de registro #95326.
Todos os procedimentos de acesso ao patriménio genético e conhecimento tradicionais
associados foram realizados e o projeto foi registrado no SisGen (Cadastro #A08E24C).

Apbs a coleta, o material foi seco em estufa de ar circulante a temperatura de 45
°C £ 2°C por aproximadamente 5 dias. Em seguida, o material vegetal seco foi
pulverizado em moinho de facas (SL-31, Solab®) com tamis de 20 mesh (0,84 mm), para

obtencdo do po vegetal.

5.1.2.2.2 Caracterizacdo da matéria prima vegetal

5.1.2.2.2.1 Determinacéao por perda de dessecacdo

Para a realizacdo do experimento foi usado o metodo gravimétrico, em que se
transferiu 2 g da amostra, para um pesa filtro previamente pesado e dessecado, a droga
vegetal foi dessecada na estufa (Ethicktechnology®) durante 2 horas sob temperatura
média entre 100 a 105° C, até peso constante. A porcentagem de perda por dessecacao
foi calculada e realizada em triplicata. Os resultados foram expressos em perda de massa

percentual segundo a equacdo (1):

__ P1-P2

PD =
Pa

x100 1)

Onde: PD = Perda por Dessecacéo; P1 = Peso do pesa-filtro contendo a amostra
antes da dessecacao; P, = Peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao; Pa

= peso da amostra antes da dessecacao.
5.1.2.2.2.2 Determinacao da granulometria dos pds

A reparticdo granulométrica foi realizada utilizando 10 g do p6 obtido da Morus
nigra L. que passou por um conjunto de cinco tamises, previamente pesadas, com
didametros das malhas respectivamente de 850 pm, 600 pm, 425 pm, 250 pm, 150 pum e
90 um. O conjunto foi tampado e acionado o agitador de peneiras (Bertel®) por cerca de
15 minutos, com vibragdo adequada de acordo com o método descrito na Farmacopeia
Brasileira, 62 edicdo. Apos o termino desse tempo, a amostra retida na parte superior de
cada malha foi removida com o auxilio de um pincel adequado e transferida para um
papel impermeavel para pesagem do po, inclusive do po retido no coletor. A massa de po

retida foi calculada pela diferenga de massa do tamis com o po retido e 0 mesmo vazio.
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A andlise foi realizada em triplicata e o percentual retido em cada tamis foi obtido,

utilizando a equacéo 2:
% Retida no tamis = % X 100 (@)

Onde: P1= Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas); P>= Soma dos pesos
retidos em cada tamis e no coletor (em gramas).

Em seguida, obteve-se o didmetro médio (Dm) das amostras a partir da equacéo 3
(Allen Jr et al., 2007).

%Retida x abertura do tamis (mm
Dm = 2l (mm) ()

100

5.1.2.2.2.3 Determinacéo de cinzas totais

A determinacdo do teor de cinzas totais da droga vegetal foi realizada de acordo
com o descrito na Farmacopeia Brasileira, 62 edicdo. Em um cadinho previamente tarado,
pesou-se cerca de 3 g da amostra vegetal em po, distribuida uniformemente, incinerou-se
de forma gradativa a amostra até a temperatura de 600 + 25 °C, até que todo o carvao
fosse eliminado. Um gradiente de temperatura (30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C
e 90 minutos a 600°C) foi utilizado (Brasil, 2019). A amostra foi resfriada em um
dessecador e pesada. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relacéo ao peso da

droga vegetal em triplicata, de acordo com a equacéo 4 abaixo:

cT = 2100 4)

Ca

Onde: CT = Teor de Cinzas; C2 = Peso do cadinho com a amostra ap0s incineracao;

C1=Peso do cadinho vazio; Ca = Peso da amostra antes da incineragao.

5.1.2.2.2.4 Analise térmica do material vegetal

A matéria-prima vegetal de Morus nigra L. foi analisada utilizando a técnica de
termogravimetria (TG). A analise foi realizada numa faixa de temperatura entre 25 e
600°C, com o equipamento Shimadzu® modelo DTG-60H sob atmosfera dindmica de
nitrogénio ultrapuro (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10°C/min, utilizando

cadinhos de alumina abertos, contendo aproximadamente 5 mg de amostra.
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5.1.2.2.2.5 Analise fitoquimica preliminar

A prospeccéo fitoquimica através do extrato aquoso das folhas de Morus nigra
L. (EA Mn), foi executada por meio de uma comparacdo das folhas coletadas de dois
estados (Paraiba e Pernambuco) com a comercializada. A técnica de cromatografia em
camada delgada (CCD) determinou o extrato que deveria ser utilizado para posteriores
analises, através da maximizacdo dos compostos fendlicos com os resultados alcangados.

O EA Mn, foi obtido a partir de 8 g do p6 das folhas pulverizadas de Morus nigra
L. e 500 mL de agua destilada, sob a forma de infusdo. O procedimento consistiu em
adicionar agua purificada sobre uma chapa aquecedora, apés atingir a temperatura de
100°C, retirou-se o béquer da chapa em seguida, adicionou-se o material vegetal, em
contato com a agua por 90 min em repouso. O EA Mn foi congelado (- 90° + 5° C) e
liofilizado no equipamento Alpha 1,2 plus, CHRIST — USA por 96 horas, em parceria
com o Laboratdrio de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas na Universidade Estadual da
Paraiba.

Para analise do CCD as amostras do extrato aquoso (comercial, Paraiba e de
Pernambuco) foram pesados 1 mg e solubilizados em 2 mL de metanol P.A, enquanto
que para os padrdes foram preparados na concentracdo de 0,5 mg/mL em metanol P.A
em eppendorf.

Avaliacdo de polifenois: as amostras e os padrdes foram aplicados de forma
manual em placas cromatograficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®,
Alemanha). As placas foram desenvolvidas em cubas ap0s saturagdo com a fase movel
(Quadro 1). A cuba foi saturada durante 15 minutos a temperatura ambiente. As bandas
foram aplicadas com largura de 0,5 cm e com uma distancia entre elas e das bordas das
placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do comprimento das placas cromatograficas foi
de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm da origem e com término 0,5 cm do final
da placa. Apos a eluicdo das placas, as mesmas foram secas a temperatura ambiente, e
observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel em seguida foram
digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada

metabdlito. As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.
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Quadro 1- Condicdes cromatograficas para identificacdo do perfil quimico por CC.

Classe de Sistema Padréo Revelador
metabolito
Derivados Acetato de etila:acido Acido cafeico
cinamicos férmico:agua (90:5:5) AICl3
Flavonoides Rutina
Taninos Acetato de etila:acido Acido galico FeCI3
hidrolisaveis férmico:agua (90:5:5)
Taninos Catequina Vanina
condensados Cloridrica + A

Legenda: AICI3: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeCl3: Cloreto férrico a 2% em metanol; A:
Aquecimento.

Fonte: dados da pesquisa

5.1.2.2.3 Obtencdo e caracterizacdo do extrato fluido

5.1.2.2.3.1 Planejamento experimental para otimizacdo do extrato de folhas de
amoreira

Para otimizacdo do processo extrativo, através do planejamento fatorial, foi
escolhido o extrato aquoso (EA) obtido por infusdo, visando simular a preparagédo
tradicional. Por isso, 0 primeiro objetivo deste estudo foi encontrar o0 método de extracao
que leva aos extratos mais ricos em compostos polifenolicos, obtidos a partir das folhas
de Morus nigra L do estado da Paraiba (PB) e Pernambuco (PE).

Foi realizado um planejamento fatorial fracionado, em que envolve trés fatores
estudados em trés niveis (3*1). O desenho experimental incluiu trés fontes de variago:
temperatura de infusdo (X1), tempo de extracdo (Xz) e propor¢do droga:solvente (X3)
(Tabela 1). Foram gerados 9 diferentes experimentos para cada amostra coletada
individuais, utilizando como variavel dependente ou resposta no desenho experimental o

teor de isoquercetina (Y1), rutina (Y2) e acido clorogénico (Y3).
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Tabela 1- Niveis de desenho experimental para 0 método de extracdo do EA Mn.

Nivel de variacéo

Variaveis independentes -1 0 +1
X1: Temperatura de infuséo (°C) 70 85 100
Xz: Tempo de extragdo (min) 30 60 90

Xs: Proporgéo droga: solvente (mg/mL) 4:250 10:250 25:250

Variaveis dependentes

Y1: Teor de isoquercetina

Y2: Teor de rutina

Ys: Teor de &cido clorogénico

Fonte: Dados da pesquisa

5.1.2.2.3.2 Preparacéao do extrato fluido

O extrato foi realizado de acordo com (Dalmagro et al., 2019) usando 250 mL de
agua destilada fervida com temperatura ajustados conforme o planejamento experimental,
adicionou-se o material vegetal em contato com agua de acordo com o tempo proposto.
E apds o resfriamento os extratos obtidos, foram submetidos ao processo de filtracdo com
papel de filtro quantitativo (UNIFIL® 125 mm) para analises posteriores.

5.1.2.2.3.3 Determinacdo dos compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Como estratégia para obter as condi¢bes Otimas de extracdo das folhas
pulverizadas de Morus nigra L., foi realizada analises para determinacdo quali-
quantitativa dos marcadores quimicos. Para tanto, o método de analise CLAE, foi
anteriormente desenvolvido e validado de acordo com os parametros estabelecidos pela
RDC n° 166/17 da ANVISA (Brasil, 2017; Souza et. al, 2015).

As analises foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido Shimadzu®
(LC-20 AT) equipado com um amostrador automatico (SIL-20 A) e um detector de
arranjo de diodos (SPD-M20A) controlado por software LC-Solution® 1.0. As infusdes
foram filtradas e injetadas no CLAE-DAD com volume de inje¢do de 100 pL. Os liofilos
foram preparados na concentragdo de 5 mg/mL e solubilizados em &gua ultrapurificada

com auxilio de banho ultrassom.
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As solucgbes extrativas de estudo foram submetidas individualmente a analise
(triplicata) nas seguintes condi¢fes cromatograficas: como fase estacionaria foi utilizada
uma coluna C18 com dimensdes de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um
(Agilent® Eclipse), como fase movel: solucdo A - &gua + 0,01% (v/v) de &cido
trifluoracético (TFA) e solucdo B: acetonitrila (ACN), obedecendo ao gradiente descrito
na tabela 2, com fluxo de 0,8 mL/min e volume de injecao de 100 puL. A temperatura da

coluna foi mantida constante em 30 °C durante toda a anélise.

Tabela 2- Sistema gradiente utilizado nas anélises por CLAE-DAD

Tempo Solucgéo A (%) Solucéo B (%)
Gradiente linear 0-40 min 100-60 0-40
Isocratico 40-50 min 60 40
Gradiente linear 50-60 min 60-100 40-0
Isocratico 60-70 min 100 0

Fonte: Autoria propria.
5.1.2.2.3.4 Determinacao do potencial hidrogenidnico (pH)

Foi realizada através da utilizacdo de cerca de 25,0 mL da solucdo extrativa em
pHmetro Micronal® modelo B474 previamente calibrado. O resultado foi expresso pela

média de seis determinacdes (Brasil, 2019).

5.1.2.2.3.5 Determinacao da Densidade Relativa

Foi utilizado um picndmetro de 25 mL previamente calibrado. A calibragdo consiste
na determinagdo da massa do picnémetro vazio e da massa de seu contetdo com agua
destilada. Foi transferida a amostra para o picnémetro, removendo excesso da substancia
e pesado. O peso da amostra foi obtido através da diferenca de massa do picnémetro cheio
e vazio. A densidade relativa foi determinada por meio da razao entre a massa da amostra

liquida e a massa da agua, ambas a 20°C (Brasil, 2019).

5.1.2.2.3.6 Determinacéo do Residuo Seco em Extratos Fluidos

Foram transferidos 2 mL da solucdo extrativa para pesa-filtros. Evaporou-se até

secura em banho-maria e dessecou-se em estufa a 100-105°C, por 3 horas. Deixou-se
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esfriar em dessecador, sobre silica e pesou-se. Calculou-se o residuo seco em

porcentagem sobre o volume (Brasil, 2019). A analise foi realizada em triplicata.

5.1.2.2.4  Obtencéo e caracterizacdo do extrato seco
5.1.2.2.4.1 Preparacao do extrato seco

A solucéo extrativa das folhas de Morus nigra L. foi filtrada, o solvente extraido
foi evaporado com o uso de um liofilizador e calculado a porcentagem de extrato seco
obtida a partir do volume de solucéo extrativa que foi colocado para secar no liofilizador.
Foi utilizado o equipamento LIOTOP® (modelo L101), através de otimizacGes do
processo de secagem, as condicdes finais utilizadas foram: pressao de cerca de 30 mmHg,

temperatura de aproximadamente -55° C por um tempo de secagem em torno de 96 horas.

5.1.2.2.4.2 Determinacdo da Umidade Residual

Foi realizada através do método gravimétrico, em triplicata, onde foram pesados
cercade 2 g do extrato seco e transferidos para pesa-filtros chatos previamente dessecados
durante 30 minutos nas mesmas condic¢des a serem empregadas na determinacdo. Apos
resfriamento em dessecador, os mesmos foram pesados tampados, contendo as amostras.
Posteriormente, foram colocados em estufa (aproximadamente 105° C) por cerca de 2
horas (Brasil, 2019). Os pesafiltros foram armazenados em dessecador para estabilizagdo
de temperatura e entdo pesados. A operacdo foi repetida até peso constante.

5.1.2.2.4.3 Caracterizacdo térmica do extrato seco

O extrato seco de Morus nigra L. foi caracterizada utilizando a técnica de
DTG/TG. Conforme metodologia descrita no subitem 5.1.2.2.2.4

5.1.2.2.5 Desenvolvimento e validacdo do método de analise de quantificacdo de

compostos fendlicos totais por espectrometria de absorcéo na regido UV-vis.

5.1.2.2.5.1 Desenvolvimento do método e validacéo

Os métodos descritos para 0 doseamento de fendlicos totais (UV-Vis) das folhas

de Morus nigra L. do estado de Paraiba e Pernambuco, foram desenvolvidos e validados
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no Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos da UFPE. Os extratos escolhidos para
serem submetidos a validagcdo de metodologia analitica, foram aqueles que apresentaram
melhores resultados para 0os componentes majoritarios no planejamento fatorial estatistico
realizado, pois € necessario que se obtenha um extrato com boa quantidade em massa,
polifendis totais, ja que sdo esses compostos que estdo fortemente correlacionados com
as atividades biologicas de Morus nigra L., inclusive, antioxidante (Dalmagro et al.,
2019).

5.1.2.2.5.2 Desenvolvimento da metodologia de doseamento dos compostos fenélicos
totais

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (FC), descrito por (Véazquez et
al., 2015) com algumas modificacdes, foi usado para determinar os compostos fendlicos
totais na amoreira.

Devido algumas variagfes que a reacdo pode promover, antes do processo de
validacdo, foi realizada uma padronizagdo do método, variando trés parametros
principais: 1) tempo de reacdo, 2) comprimento de onda de absorcdo maxima, 3)
concentracdo do reagente carbonato de sédio anidro.

Para a reacdo uma solucdo estoque do padrdo acido galico (1,12 mg/mL) e extrato
aquoso de Morus nigra L. (100 mg/mL) foram preparadas com agua destilada. Duzentos
e cinquenta microlitros de cada solucdo foram transferidos para um baldo volumétrico de
25 mL, contendo 12,5 mL de agua destilada, em seguida foi adicionado 1,25 mL de Folin-
Ciocalteau, com homogeneizagdo de 1 min em vortex, posteriormente 5 mL de carbonato
de sodio foram adicionados a 10%, 15% e 20% (p/v). Ap6s completar o menisco com
agua destilada, essa mistura foi agitada com vortex e deixada em repouso no tempo de
15, 30 e 60 minutos. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro UV/VIS, com
amplitude da varredura de 400 a 900 nm e a agua destilada foi usada como liquido de

compensacao, de acordo como na figura 6.
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Figura 6-Fluxograma do método de Folin- Ciocalteau-
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Fonte: Autoria propria

5.1.2.2.5.3 Desenvolvimento do método analitico

Para a validagdo do método de andlise do teor de fendlicos totais, utilizou-se as
normas estabelecidas pela ANVISA, de acordo com a RDC n°166 de 24 de julho de 2017,
que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos e d& outras providéncias. Para a
validagdo desse método analitico foram avaliados o0s seguintes parametros:
especificidade, linearidade, precisdo (repetitividade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade), limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo e
robustez, tendo como finalidade atestar a eficiéncia do método. Todas as analises foram
realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi verificada pelo desvio
padrdo relativo (DPR%).

5.1.2.2.5.3.1 CURVA DE CALIBRACAO DA SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Para a determinacdo das absorbancias tedricas do teste de exatiddo e absorbancia
especifica da substancia, foi construida a curva de calibracdo com 6 pontos pela analise
de concentracédo 3,1; 4,5; 5,9; 7,3; 8,7; 10,1 e 11,5 pg/mL da substancia de referéncia
acido galico, utilizando como solucdo mae padrdo de concentragdo 1,12 mg/mL.

Considerou-se o critério minimo aceitavel do coeficiente de determinacio (R?) igual ou
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maior que 0,99 e os testes de correlacdo linear e analise residual foram realizados pela

analise de regressao linear simples.

5.1.2.25.3.2 LINEARIDADE

Para esta andlise foram utilizadas amostras de concentracGes crescentes, em
triplicata, do extrato de Morus nigra L. do estado de Pernambuco e Paraiba 280; 400;
520; 640; 760; 880 e 1000 pg/mL, foram escolhidas para que tivesse garantida a
seguranca da anélise pelo aparelho espectrofotdmetro. Foi realizada a analise da equagéo
da reta e considerou-se o critério minimo aceitavel do coeficiente de determinagio (R?)
igual ou maior que 0,99, para que o método apresente linearidade. Os testes de correlacédo

linear e anélise residual foram realizados pela analise de regressdo linear simples.

5.1.2.2.5.3.3 ESPECIFICIDADE

A especificidade do método foi testada pelo acréscimo de 100 pLL de uma solugao
1,12 mg/mL do padréo &cido gélico as sete diferentes concentracdes da linearidade, em
triplicata a cada solugdo da curva de linearidade. Em seguida, procedeu-se com a
realizacdo do procedimento usualmente utilizado para realizacdo da leitura de polifenois
totais. Por fim, a especificidade foi avaliada atraves da comparacao entre as inclinacGes
das curvas (coeficiente angular) obtidas no ensaio de especificidade e as curvas obtidas

no ensaio de linearidade

5.1.2.2.5.3.4 LIMITE DE DETECCAO

Este estudo foi realizado, em triplicata, por sucessivas diluicbes da menor
concentragdo da faixa da linearidade (280 pg/mL) até a menor concentracao detectavel
do analito. O resultado foi comparado ao limite de quantificacdo determinada pela curva

de linearidade do extrato de Morus nigra L. pela equacdo 5:

__Dpa3
LD = === ®)

Em que: DPa = desvio padrdo do intercepto com o eixo y; IC = inclinagdo da curva

5.1.2.2.5.3.5 LIMITE DE QUANTIFICACAO
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Este estudo foi realizado, em triplicata, por sucessivas diluicdes da amostra menos
e mais concentrada da curva de linearidade do extrato de Morus nigra L. Foi determinada
a menor e a maior amostra que manteve a linearidade da curva dentro do critério de
aceitacdo de linearidade, coeficiente de determinagdo (R?) igual ou superior a 0,99. O
limite de quantificacdo inferior foi comparado ao resultado determinado pela curva de

linearidade do extrato de Morus nigra L. pela equacéo 6:

DPa .10

LQ =22 (6)

Em que:

DPa = desvio padrao do intercepto com o eixo y; IC = inclinagéo da curva

5.1.2.2.5.3.6 PRECISAO

Foram avaliadas a precisdo intra-corrida (repetibilidade) e a precisdo inter-corrida
(intermediaria). A repetibilidade foi analisada por 6 determinacfes da concentracdo
teodrica do teste (640 pg/mL) do extrato de Morus nigra L. Para a precisdo intermediaria
foi analisada, em triplicata, em dias diferentes (pelo menos 2 dias de intervalo), ndo sendo
admitido coeficiente de variagéo superior a 5%.

5.1.2.2.5.3.7 EXATIDAO

A exatiddo do método foi realizada pela porcentagem de recuperacgéo,
considerando a adi¢do de 70, 100 e 130 pL da solugéo de acido galico (1,12 mg/mL) em
triplicata, a 174 e 155 pg/mL do extrato de Morus nigra L da Paraiba e Pernambuco

respectivamente. A porcentagem de recuperacao foi calculada pela equacéo 7:

R(%)

(7)

A.100
At

Em que:
R(%) = porcentagem de recuperacgéo;
A = absorbancia obtida nas amostras;

At = absorbancia teérica das amostras
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5.1.2.25.3.8 ROBUSTEZ

Para se determinar a robustez do método, foi avaliada a estabilidade da solugéo
mée do extrato de Morus nigra L., assim como toda a preparacdo para a realizacdo do
teste foi mantida sem a protecéo da luz. As amostras foram preparadas, em triplicata, e os
resultados comparados com a absorbancia obtida, por essa amostra, no teste de
linearidade.

51226 Determinacdo dos compostos fenolicos totais

Foram pesados 100 g da droga pulverizada, transferidas para um bécker e adicionado
100 mL de &gua quente a 70°C e 85°C, respectivamente para amostras de Pernambuco e
Paraiba, deixando por 60 e 30 minutos tampados, para completa infusao e posteriormente
filtrados que foi denominado a solugdo mée (SM). Para determinacdo dos compostos
fendlicos totais, 250 pL da SM dos extratos foram adicionados em baldo volumétrico de
25 mL, 12,5 mL de 4gua foi adicionada, com 1,2 mL do reagente Folin-Ciocalteau e 5
mL da solucdo de carbonato de sddio a 20% definido na pré-validacdo. O tempo de leitura
e o comprimento de onda foram definidos na pré-validacdo, empregando-se a &gua como
branco. A curva de calibracdo do &cido géalico foi utilizada para a quantificacdo de fenois
totais. Os resultados foram expressos em equivalente de &cido galico (mg EAG/Q)

5.1.2.2.7  Avaliagéo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila)

Para avaliacdo da atividade antirradical dos extratos pela desativacédo do radical livre
DPPH de extratos de Morus nigra L. foram utilizados extratos das suas folhas e
comparadas com amostras obtidas no estado de Paraiba e Pernambuco, os quais foram
avaliados quanto a sua capacidade em doar hidrogénio para DPPH de acordo com (Riley;
Chapman, 1958). Para tanto, 1 mg dos extratos foi diluido em 1 mL de metanol, dos quais
foi realizada uma diluicdo seriada nas concentragdes de 15,625 pg/mL - 1000 pg/mL. 40
pL destas concentracdes foram adicionadas a 250 pL do reagente DPPH em uma placa
de 96 pocos. Apos 30 min de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas a 517 nm. A medida da absorbancia do branco corresponde a
concentracdo de DPPH da solucéo. Calculou-se a porcentagem de atividade de eliminacéo

de radical DPPH pela seguinte férmula 8:
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Ac—Aa

Eliminacdo DPPH (%) = TxlOO (8)
Onde,
Ac= Absorbancia do controle
Aa= Absorbancia da amostra
Com os resultados da aplicacdo da formula, foi tracado um gréfico da atividade
de eliminacdo do DPPH contra as diferentes concentracdes dos dois extratos e obteve-se
0 ICso, que denota a concentragdo da amostra necessaria para diminuir a concentragao
inicial de radicais DPPH em 50%.

5.1.2.2.8  Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, exceto quando mencionado
contrério, e os valores foram expressos como média * desvio padrdo (n=3). As avalia¢cdes
estatisticas foram realizadas por comparacdo entre varios grupos de estudo usando
ANOVA oneway com pos teste t-stundet no software Graphpad Prism® 5 (EUA). Valor
de p < 0,05 foi considerado significativo. O DoE foi realizado no software Statistica® 12.

Os graficos foram construidos e avaliados pelos softwares Origin® 8.5.

5.1.3 Resultados e discussao
5.1.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal
5.1.3.1.1 Perda por dessecacéo

O processo de secagem de matérias-primas vegetais € um processo crucial, a qual
visa leva-las a baixos teores de umidade, 0 que permite a conservacdo adequada das
mesmas, mantendo sua qualidade fisica e quimica por mais tempo. Nesse sentido, a
determinacdo do teor de agua em drogas vegetais esta relacionada acerca do teor de dgua
residual presente na droga vegetal e caso esse teor esteja acima de 10%, pode favorecer
o desenvolvimento de fungos e bactérias, bem como possibilitar a atividade hidrolitica de
diversas enzimas presentes nas células vegetais, levando a reacGes de oxidagdo e
degradacdo dos principios ativos. Sendo assim, é essencial metodologias de secagem
apropriadas no processo de producéo e tecnoldgico de matérias primas vegetais, a fim de

assegurar padrées de qualidade, garantia e conservacdo da amostra (Borgo et al., 2010).
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De acordo com os dados obtidos para as amostras das folhas de Morus nigra L.
do estado de Pernambuco e Paraiba pode-se observar que as amostras apresentaram teores
de 8,23 % + 0,16 € 6,59 % + 1,11 respectivamente. A média do teor de umidade de todas
as amostras ficou em 7,41%, estando dentro das especificidades exigidas pela legislacao,
pois de acordo com (Neves; Carvalho, 2012) o teor de umidade geral para drogas vegetais
é de no maximo 8-14%, quando a espécie ndo se encontra na Farmacopeia.

Da mesma forma que, o resultado observado corrobora com o encontrado (Guizzo
et al., 2015) que analisou folhas de Morus nigra L. coletadas em Araras, S&do Paulo, e
apresentou um valor de perda por dessecacgdo de 7%, indicando desta forma que houve

eficiéncia durante o processo de secagem.

5.1.3.1.2 Granulometria dos pos

O po resultante da moagem das folhas de Morus nigra L. foi submetido a analise
granulométrica a fim de obter dados quantitativos sobre o tamanho médio e a distribuicdo
de tamanho do material vegetal utilizado. Essa determinacdo é extremamente importante
na industria farmacéutica, pois condiciona um melhor direcionamento sobre a qualidade
da droga vegetal, possibilitando a incorporacdo da matéria-prima em formulacgdes,
principalmente quando se trata de varios lotes ou épocas de coletas diferentes,
conservacgao quimica e microbioldgica assim como na obtencdo de solugdes extrativas,
principalmente na velocidade de dissolucdo dos ativos presentes na droga vegetal,
representando uma influéncia direta com a extracdo. (Baccarin et al., 2009; Miganeh
Waiss et al., 2021; Rodriguez De Luna; Ramirez-Garza; Serna Saldivar, 2020).

Sendo assim, tamanho de particulas pequenas aumentam o teor de extracdo de
fendis total, pois aumentam a superficie de contanto com o solvente, porém quando esse
tamanho é bastante diminuido (<0,2 mm), além de comprometer a filtracdo, havera maior
disponibilidade de compostos ativos serem degradados durante a ruptura da parede
celular. Enquanto que diametros maiores (>0,8 mm) diminuem a superficie do contato
entre o vegetal e o liquido extrator, consequentemente impedem a absorcdo do liquido e
diminuem a eficiéncia da extracdo (Abi-Khattar et al., 2020; Chaves et al., 2020;
Makanjuola, 2017).

E possivel inferir através da figura 7 que a distribuicdo granulométrica das
amostras de Morus nigra L. demonstrou que as particulas se distribuiram

predominantemente no tamis de 250 um e 600 um apresentando média de retencdo de
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28,6 % £ 0,2 e 27,6% + 0,08 para Paraiba e Pernambuco respectivamente. O diametro
médio (dso) das particulas foi determinado pelo ponto de intersecgédo das curvas de
retencdo e passagem, como apresentado nas figuras 8 e 9, o valor obtido para o estado da
Paraiba e Pernambuco respectivamente foi de 0,42 e 0,63 mm, enquanto o valor
determinado pela equacdo proposta por Allen (2007) foi de 0,5 e 0,64 mm. Por ndo serem
métodos exatos, como 0Ss microscopicos, esses valores apresentam diferenca
consideravel, entretanto os valores aproximados dos didmetros dos p6s proporcionam
uma elucidacdo da matéria prima vegetal obtida e consequentemente estdo dentro do
didmetro de padréo aceitavel para a extracgao (0,2<ds0<0,8).

Figura 7- Histograma de distribuicdo granulométrica das folhas moidas de Morus nigra
L.
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Figura 8- Curvas acumulativas de retencdo e passagem referente as amostras de Morus
nigra L. Paraiba
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Figura 9- Curvas acumulativas de retencdo e passagem referente as amostras de Morus
nigra L. Pernambuco

i —=— Fragio retida (%)
& | —— Fracio passagem (%)
B
= 801
<
E 4
§ 60+
2 ]
2 404
=
w3 1
(>
20
= I

0 . : . . .
0 200 400 600 800 1000
Abertura da malha(pm)

Fonte: Dados da pesquisa

Ja de acordo com as normas de especificacdes da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo
(Brasil, 2019) observa-se que o pé da Paraiba é considerado como pé moderadamente
grosso tendo em vista que o maior percentual de retencdo foi na malha de 250 um,
enguanto que o de Pernambuco é considerado pd grosso, pois observa-se que a maior

quantidade de particulas do po6 fica entre 350 ¢ 1000 um.

5.1.3.1.3 Determinacéo de cinzas totais

A determinacéo de cinzas totais visa estabelecer o percentual de componentes de
natureza inorganica, representados por carbonatos, cloretos e dxidos de: silicio, magnésio,
aluminio, célcio, ferro, potassio e sddio. Esses componentes podem ser intrinsecos ao
material vegetal, ou seja, podem estar localizados dentro dos tecidos da planta e séo
substancias ndo volateis ou podem incluir sustancias nao fisiologicas, ou seja, cinzas
extrinsecas, introduzidas a partir do solo nas condi¢Ges de campo durante o crescimento,
colheita e armazenamento, como areia, pedra, gesso e terra aderente a superficie do
material vegetal. (Leal et al., 2020; Momin; Kadam, 2011). Desta forma, determinar o
teor de cinzas totais dos materiais vegetais € importante, pois estabelece o limite maximo
aceitavel dos componentes inorganicos, que de forma excedida, podem ser prejudiciais
para a salde.

As folhas de Morus nigra L. obtida das amostras de Paraiba e Pernambuco
apresentaram uma média de cinzas totais de 6,39 + 0,008 % e 7,05t 0,018 %
respectivamente. As diferencas do teor de cinzas encontradas entre os estados, podem ser
justificadas devido a diferencas sazonais, distribuicdo de agua, bem como a localizacdo

da coleta e a forma de preparo do material. O resultado ficou abaixo de 14% conforme os
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limites estabelecidos nas monografias de diversas drogas vegetais descrita na
Farmacopeia Brasileira, 0 que representa quantidade adequada de material inorganico nas
matérias-primas analisadas, indicando que as mesmas ndo possuem excesso de terra e/ou
areia. De acordo com os valores de cinzas totais obtidos, ndo houve a necessidade de
realizar a determinacdo de cinzas insoluveis em &cido, uma vez que 0s teores nao

ultrapassaram o limite preconizado de 8%.

5.1.3.1.4 Anadlise fitoquimica preliminar por CCD

A determinacdo de um perfil fitoquimico por CCD é um método moderno de
separacdo e apresenta diversas vantagens, pois possibilita isolar, localizar e avaliar 0s
constituintes ativos através de uma técnica metodolégica simples, com baixo custo, altos
niveis de sensibilidade e especificidade, bem como, possibilita 0 armazenamento a longo
prazo de informacdes analiticas (Borisov; Kanateva; Zhilyaev, 2021; Morlock et al.,
2021; Wang et al., 2021). Essa técnica é eficaz para o controle de qualidade de extratos
vegetais, justamente por apresentar complexidade em sua composi¢do diferente e até
superiores as dos compostos isolados, tornando-se Util para avaliacdo dos constituintes
quimicos da espécie e informaces de seus grupos metabolicos presentes.

De acordo com as informacg6es fornecidas, foram realizadas CCDs a fim de
verificar a presenca de polifenois (flavonoides, derivados cindmicos e taninos
hidrolisaveis e condensados), nos extratos aquosos de Morus nigra L. A ordem de
aplicacdo de amostra foi comercial, amostra da Paraiba, amostra Pernambuco e padréo.
Os resultados indicaram a presenca de flavonoides e derivados cindmicos; e, auséncia de
taninos hidrolisaveis e condensados nas amostras, como demonstrado no quadro 2. Pode-
se evidenciar 0s cromatogramas para as amostras que apresentaram auséncia para taninos

hidrolisados e condensados.

Quadro 2- Analise fitoquimica das folhas de Morus nigra L.

Metabolitos Extratos secos
Morus nigra L. PB Morus nigra L. PE
Derivado cindmico + +
Flavonoides + +

Taninos hidrolisaveis - -

Taninos condesados - -

(-): Auséncia; (+): Presenca
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A separacéo desses compostos se da pela diferenca de afinidade dos componentes
de uma mistura pela fase estacionéria. Desta forma, devido a utilizag&o da placa de silica
ser utilizada como fase estacionaria fixada (adsorvente) e uma fase movel (eluente) ter
caracteristicas polar e apolar respectivamente, apds as amostras serem aplicadas, a fase
movel arrastara mais os compostos menos adsorvidos na fase estacionaria, separando-0s
dos compostos mais adsorvidos, ou seja, compostos mais polares sdo facilmente retidos
e compostos apolares séo eluidos mais rapidamente.

Sendo assim, baseado nos resultados anteriores, ha auséncia de manchas na
mesma razao entre a distancia percorrida pela mancha do padréo e a distancia percorrida
pelo eluente, bem como auséncia de coloracdo semelhantes, quando comparado padrdes
de taninos condensados e hidrolisaveis com os extratos em estudo, é admitido desta forma
auséncia de taninos.

Enquanto que, na figura 10 é possivel observar nas amostras a presenca de
bandas com colora¢Ges amareladas e azuladas, indicam a presenca de flavonoides e
derivados cindmicos respectivamente, visto que os padrdes de rutina e acido cafeico
apresentaram coloragdo semelhante e sdo classificados de acordo com a caracterizagao
farmacogdstica de flavonoides e acidos fendlicos, cujas florescéncias nesses tons de
coloracbes sdo tipicas para estes compostos derivatizados com cloreto de aluminio
(AlxCl3), revelador utilizado durante a anélise. Esse fendmeno ¢é desencadeado através da
complexacéo das hidroxilas com o cation Al®*, que produz florescéncia quando observado
na luz UV (Marques et al., 2013)

Figura 10- Cromatoplaca referente a anélise dos flavonoides e derivados cindmicos

AC

RUT

Legenda: A= amostra comercial); B=Extrato Paraiba; C=Extrato Pernambuco; RUT=rutina e AC=écido
cafeico.
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Entretanto, supostamente ha auséncia de rutina e acido cafeico nas amostras, pois
apesar das coloragdes semelhantes, a mancha observada do extrato ndo eluiu na mesma
razdo que os padrbes analisados, sendo necessario outras técnicas que apresentem alta
resolucéo, eficiéncia e sensibilidade, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia e/ou

espectrometria de massas, para uma confirmacao legitimada.

5.1.3.2 Obtencdo e caracterizacédo da solucéo extrativa

5.1.3.2.1 Andlise por CLAE-DAD para identificacdo dos compostos fendlicos e
otimizacdo do processo extrativo

A analise de CLAE-DAD dos extratos de Pernambuco e Paraiba permitiram
determinar o perfil cromatografico, quantificar e identificar os compostos fitoquimicos
majoritarios de ambos os extratos. Para isso, foi considerado o tempo de retencdo e
espectro do UV de cada padrdo analitico (isoquercetina, rutina e acido clorogénico) em
comparagdo com os picos dos cromatogramas de cada amostra analisada.

De forma preliminar, as condi¢es de anélises foram realizadas a partir do método
desenvolvido por (Sampaio et al., 2018), com adapta¢des. Sampaio et al. (2018) realizou
a identificacdo e quantificacdo de rutina e isoquercetina de folhas de Morus nigra L.
usando 0,01% de acido trifluroacético (TFA) como fase mdvel A e acetonitrila como fase
movel B. Além disso, (Melo et al., 2022a), identificou flavonoides, rutina e isoquercetina
utilizando a mesma fase mdvel estudada, portanto, a metodologia foi escolhida, para
separacdao dos compostos das solucBes extrativas. Os cromatogramas foram obtidos em
uma deteccdo de comprimento de onda de 340 nm, por alcangar uma melhor resolugéo e
absorcdo mé&xima dos compostos analisados (Silva et al., 2021).

Para identificar a presenca dos compostos fendlicos nas amostras, analisou-se o
tempo de retencdo e espectro UV do acido clorogénico, isoquercetina e rutina. Desse
modo, o acido clorogénico apresentou um tempo de retencdo de 21,45 min e picos de
absorbancia maxima (A max) em 217 e 352 nm, por sua vez, a isoquercetina em 29,63
min e A max em 255,3 € 353,4 nm e a rutina em 28,67 min em 255,28 e 355,29 nm. (Figura

11 e 12)



Figura 11- Sobreposicao dos espectros UV-VIS dos flavonoides
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Figura 12- Espectro de absor¢do UV-VIS do acido clorogénico
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Através da figura 13, é possivel observar os tempos de retencGes dos padrdes, que

serviram como base para comparacao e identificagdo dos compostos dos extratos, a partir

da utilizacdo do mesmo método cromatografico. Considerando estes principios, a analise
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por CLAE-DAD dos extratos vegetais de Morus nigra L., permitiu a quantificacdo do
acido clorogénico (y= 15000,85x — 127832,58; R?=0,99), isoquercetina (15718,21x -
14451,08; R%= 0,99) e rutina (y=20815,11x — 99591,26; R?=0,99), marcadores analiticos
ja relatados anteriormente e com fatores de retencdo proximos ao encontrado por outros
autores. Apenas 3 picos foram identificados: AC (pico 1), RUT (pico 2) e ISO (pico 3)
com tempo de retencédo de 21.45, 28.67 e 29,63 minutos respectivamente (de Melo et al.,
2022Db; Pedrita et al., 2018; Silva et al., 2020).

Ja nas figuras 14 e 15 sdo demonstrados os perfis cromatograficos dos extratos
aquosos de Morus nigra L. do estado de Pernambuco e Paraiba respectivamente, obtidos
a partir do planejamento experimental. A partir da analise de CLAE-DAD foram
observados picos da isoquercetina, rutina e acido clorogénico nos extratos estudados,
sendo detectados a partir do tempo de retencdo e espectros UV idénticos ao dos padrdes
estudado nas mesmas condigdes cromatograficas, sendo assim, esses marcadores foram
utilizados como padrbes majoritarios, a fim de obter através do planejamento

experimental a sua maximizacao.

Figura 13- Perfil cromatografico dos padrdes analiticos em 340 nm.
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Figura 14- Perfil dos extratos de Morus nigra L. de Pernambuco
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Figura 15- Perfil cromatografico do extrato de Morus nigra L. de Paraiba
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A comprovacdo além do tempo de retencao, é observada através da sobreposicao
dos espectros de absorcdo ultravioleta, caracteristico de flavonoides com absorgéo (240-
280 e 300-500 nm). A primeira banda (255,79nm) relacionado ao anel A do anel do
flavonoide e a segunda (353,46nm) relacionada com a absor¢éo do anel B (Rasul et al.,
2019).

Enquanto que para o AC exibe uma intensa banda de absor¢do em 324 nm devido
a transigdo eletronica no anel benzénico e da cadeia carb6nica, da mesma forma que a
banda em 217 nm é caracterizada por essa mesma transi¢cdo (Belay; Gholap, 2009;

Thomas; Sukumaran; Sudarsanakumar, 2019-; Zhang, Yuanyuan et al., 2021).

5.1.3.3 Planejamento experimental para aprimoramento da eficiéncia de extracao

O objetivo da primeira fase do estudo foi 0 processo de extracdo e 0 aumento da
eficiéncia do método extrativo, a partir da determinacdo de compostos por meio de design
of experiments (DoE). A metodologia DoE foi preferida a abordagem empirica para
fornecer uma compreensao mais profunda do processo de extracéo, das interacdes entre
as variaveis e pela capacidade de propor formulagdes 6timas dentro do dominio
experimental. Na figura 16 é demonstrada o fluxograma de obtencéo dos extratos aquosos
das folhas de Morus nigra L. a partir do método de infusdo, baseado nas variaveis do

planejamento experimental.

Figura 16- Fluxograma de obtencdo do extrato aquoso de Morus nigra L.
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Filtragdo simples proporgdo e temperatura do
planejamento
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Os coeficientes de determinacdo (R?) alcancados para a extracio obtidas de
Pernambuco e Paraiba foram: R?=100%; R?=99,92% e R?=94,34%; R?=98,89%,
R?=94,66% e R?=96,27% para isoquercetina, rutina e 4cido clorogénico respectivamente,
indicando desta forma, a porcentagem da resposta explicada pelo modelo. Portanto, os
valores estdo muito proximo de 100, demonstrando um ajuste de alta qualidade capaz de
explicar grande parte da variabilidade apresentada pelas respostas estudadas.

A fim de comprovar estatisticamente se os dados apresentam a suposta relagdo
entre os niveis de uma ou mais resposta do teste, foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) da regressao para o teste da significancia do modelo, utilizando a estatistica t-
student para o teste de hipoteses. A ANOVA ¢é uma técnica estatistica usada para
comparar a distribuicdo de uma ou mais variaveis de teste em amostras independentes.
Para isso, as hipdteses testadas pela analise de variancia na regressdo sao: hipdtese nula
(Ho) onde ndo ha uma associagdo significativa entre o termo e resposta, ou seja, as medias
amostrais estdo centradas no mesmo valor, sugerindo que os niveis utilizados
apresentaram a mesma variabilidade; enquanto que a hipdtese alternativa (H1) pronuncia
que ha correlacdo entre as variaveis, ou seja, pelo menos um nivel da variavel tem
significativamente valores maiores para a minha resposta.

Ao analisar os dados, utilizando o modelo de distribui¢do de Fisher-Snedecor
(F) descartam a falta de ajuste do modelo em um nivel de confianca de 95% (Tabela 4).
Os valores esperados sugerem, que para o extrato de Morus nigra L. de Pernambuco,
utilizando como varidvel dependente a isoquercetina, 0 valor de Fcalculado(z,1) fOi maior que
0 Feritico(,1) , que assume um valor no modelo de distribuicdo tabelado de Fe1,1)=161,4.

Portanto, aceita-se Hi e recusa-se Ho e conclui que para as variaveis de
temperatura, droga:solvente, e para as interagdes entre temperatura e tempo de extracéo,
temperatura e droga:solvente e tempo de extracdo e droga:solvente estdo correlacionadas
com a resposta. Da mesma forma, é possivel advertir, que o nivel descritivo (p-valor) é
menor ou igual ao nivel de significancia de 5%, concluindo que ha associacdo
estatisticamente significativa entre a variavel de resposta e o termo para as variaveis e
interacdes apresentadas. Enquanto que para as varidveis dependentes rutina e acido
clorogénico, apenas a relacdo entre droga:solvente foi significativo, ou seja, o fator
droga:solvente influenciou o método extrativo, considerando-se o valor de p=0,05.

Os coeficientes de determinacdo (R?) alcancados para a extracdo obtidas de
Pernambuco e Paraiba foram: R?=100%; R?=99,92% e R?=94,34%; R?=98,89%,

R?=94,66% e R?=96,27% para isoquercetina, rutina e 4cido clorogénico respectivamente,
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indicando desta forma, a porcentagem da resposta explicada pelo modelo. Portanto, os
valores estdo muito proximo de 100, demonstrando um ajuste de alta qualidade capaz de
explicar grande parte da variabilidade apresentada pelas respostas estudadas.

Enquanto que para os extratos obtidos das folhas de Morus nigra L. da Paraiba,
foi avaliado o melhor modelo estatistico a fim de obter uma maximizacéo da resposta a
partir dos fatores estudados. Desta forma, o0 modelo polinominal de segunda ordem foi
capaz de descrever satisfatoriamente os dados obtidos para as respostas dos compostos
fendlicos isoquercetina, rutina e &cido clorogénico, no qual, demonstrou comportamentos
distintos na regido experimental delineada para o estudo comparada com o extrato de
Pernambuco para o teor de isoquercetina. Assim, foi observado que a variavel
droga:solvente e a interacdo da temperatura com a proporcdo droga:solvente de forma
linear, juntamente com a varidvel quadratica do tempo de extracdo para a resposta Y1
apresentaram-se significativas. Enquanto que para rutina e &cido clorogénico,
mantiveram-se nas condicdes apresentadas pelo extrato de Pernambuco, com apenas a

variavel linear droga:solvente significativa considerando-se o valor de p=0,05.
5.1.3.3.1 Efeito das variaveis de entrada (X 1-3) para o teor dos polifenois (Y1-3)

O doseamento dos compostos isoquercetina, rutina e &cido clorogénico dos
extratos desenvolvidos foram avaliados pela técnica de CLAE-DAD nas 9 formulagdes
A Tabela 3 exibe as varidveis independentes e dependentes incluidas no desenho
experimental atraves do planejamento fatorial fracionado.

O grafico de pareto demonstra a conexao entre as variaveis de entrada e a resposta,
através dos efeitos estimados padronizado (razdo entre os efeitos estimados e o desvio
padrdo correspondente) que cada variavel exerce na resposta avaliada. Por isso, neste
gréfico é possivel obter uma melhor compreensdo do teor dos compostos polifendis em
relacdo as variaveis independentes e suas interacdes.

Os valores positivos (sinal +) indicam uma influéncia positiva na resposta,
enguanto os valores negativos mostram uma influéncia negativa (sinal -) na resposta, ou
seja, 0s sinais referem-se aos niveis mais altos ou baixos da variavel independente. A
linha vertical é indicativa do limite de rejeicdo da hipotese nula (p=0,05) devendo assim
ser considerados, para a avaliacao da resposta, apenas os efeitos localizados a direita desta
reta.

No grafico, figura 17A, 17B e 17C é possivel observar os fatores apresentados por meio

do modelo linear. Os parametros de temperatura (X1) e propor¢éo de droga:solvente (X3),
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frente ao teor de isoquercetina, rutina e acido clorogénico demonstraram de acordo com
as barras horizontais, a influéncia significativa ao método extrativo, pois apresentam-se
a direita da reta vertical, indicativa do limite de rejei¢do da hipdtese nula.

Desse modo, a propor¢ao droga:solvente influenciou positivamente a extracéo,
parecendo ser a variavel mais importante sobre o teor de isoquercetina (17A), rendendo
o teor do composto fendlico mais alto.

O uso da temperatura, influenciou positivamente a extracdo, enquanto que o
tempo de extracdo teve efeito insignificante (p > 0,05), mas com o termo quadratico
influenciando negativamente na variavel resposta. Para ambas variaveis respectivamente,
significa que o maior nivel (+1) e o menor nivel (-1) sdo responsaveis por maximizarem
a resposta, ou seja, aumentar o teor de isoquercetina.

Enquanto que para resposta rutina e acido clorogénico, figura 17B e 17C
respectivamente, demonstraram que para os efeitos lineares, apenas a proporgéo
droga:solvente exerceu influéncia positiva no processo extrativo, isto €, o aumento da
grandeza desta variavel reflete em um aumento na eficiéncia de extracdo desses
compostos fenolicos.

J& para o extrato obtidos das folhas da Paraiba (Figura 18), observou uma forte
influéncia linear positiva da proporcédo droga:solvente e negativa da intera¢do X1X3 e uma
influéncia quadratica negativa do tempo de extracdo, enquanto que para a rutina e acido
clorogénico mantiveram-se nas mesmas condi¢des que o extrato de Pernambuco, ou seja,
uma forte influéncia linear positiva da proporcéo droga:solvente sobe a resposta.

Considerando que dentre os compostos fendlicos e variaveis avaliadas, apenas as
interacOes da isoquercetina foram consideradas estaticamente significativas. A fim, de
obter uma melhor visualizacdo de operacdo para obtencdo dos extratos obtidos a partir
das folhas de Morus nigra L. as apresentacGes gréficas (figura 19) a seguir, referem-se a
superficie de resposta em funcdo das variaveis codificadas para resposta. A modelagem
de superficie de resposta € um método estatistico comumente usados para otimizar as
variaveis do processo e construir modelos quadraticos que ilustram a relacédo estatistica

entre 0s parametros considerados.
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Y1 Y2 Y3
Experimento  Temperatura de Tempo de Proporcéao PB PE PB PE PB PE
infuséo (°C) extracao (min) droga:
(X1) (X2) Solvente (p/v)
(Xs)

EaMnl 70 30 4:250 0,95+ 4,17 + 5,06 + 6,94 + 9,26 + 50,95 +
0,00 0,09 0,01 0,02 0,15 1,10

EaMn2 70 60 1:10 2497+ 2466+ 2231+ 18,02+ 2582+ 21857%
0,30 0,45 1,83 0,49 5,84 1,26

EaMn3 70 90 1:25 1127+ 9,18+ 1634+ 937+ 1641+ 5857%
0,09 0,05 0,03 0,01 1,44 2,31

EaMn4 85 30 1:10 27,70+ 2224+ 2730+ 1562+ 3281+ 15317%
0,25 0,03 1,82 0,44 1,41 1,76

EaMn5 85 60 1:25 1,07 £ 9,85+ 6,23 = 8,45 + 9,62 + 43,48 +
0,01 0,02 0,05 0,43 0,10 1,01

EaMn6 85 90 4:250 0,97 + 4,09 + 6,71 = 6,11 + 9,93+ 20,94 +
1,38 0,97 1,19 0,34 3,13 0,49

EaMn7 100 30 1:25 9,11+ 9,90 + 9,34 + 8,13+ 21,03+ 40,28+
3,59 0,11 2,86 0,00 1,69 1,12

EaMn8 100 60 4:250 4,01 + 7,05+ 7,28 £ 6,37+ 17,18+ 2582+
0,07 0,09 0,04 0,03 0,07 0,30

EaMn9 100 90 1:10 2388+ 2316+ 16,38+ 1540+ 29,78+ 199,08 +
0,91 0,39 7,34 0,58 5,51 2,71

Y 1= isoquercetina, Y= rutina e Ys=4cido clorogénico

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 4- ANOVA para o teste de falta de ajuste para a isoquercetina, rutina e &cido clorogénico obtidos de Morus nigra L. Pernambuco

Isoquercetina Rutina Acido clorogénico
Fator SS DF MS F P SS D MS F P SS D MS F p
F F

Temperatura 0,7 1 0,77 3216 0,0112 328 1 3,28 250 0,1257 659,35 1, 659,35 0,4810 0,5596

(L) 7 00 4 75
Tempo de 00 1 0,00 0 08456 0,01 1 0,01 0,0 08734 19476 1, 194,76 0,1420 0,7424

extracdo (L) 0 00 9 49
Tempo de 97 1 9,70 40598 0,0032 470 1 470 358 0,1054 37305, 1, 37305, 27,216 0,0348

extracao (Q) 0 02 00 02 42 34
Droga:solvente 532 1 532,8 22290 0,0004 146,20 1 146,20 11150 0,0191 57646 1, 5764,6 4,2056 0,0176

(L) ,80 0 81 3 00 3 7 766
Temperaturax 45, 1 4548 19028 0,0015 1527 1 1527 1164 0,0588 1840,7 1, 1840,7 1,3429 0,3661

Tempo de 48 1 0 00 0 1 87

extracdo (L)
Temperaturax 27, 1 27,54 11523 0,0019 937 1 937 71,4 0,0750 209,69 1, 209,69 0,1529 0,7334

Droga:solvente 54 3 00 8 36
(L)
Tempo de 38 1 383 16039 0,0060 083 1 0,83 6,3 0,2406 27413 2, 1370,6
extragao: 3 6 00 8
droga solvente
Error 00 1 0,00 013 1 013 48454, 8,
0 12 00
Total SS 591 8 166,88 8
,22

SS = soma dos quadrados, DF= graus de liberdade, MS= quadrado médio, F= estatistica F, p= valor p
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Tabela 5- ANOVA para o teste de falta de ajuste para a isoquercetina, rutina e &cido clorogénico obtidos de Morus nigra L. Paraiba

Isoquercetina Rutina Acido clorogénico
Fator SS DF MS F P SS D MS F P SS D MS F p
F F
Temperatura 00 1 001 000 09766 19,16 1 19,16 1,413 03566 4539 1 4539 3,851 0,1887

(L) 1
Tempo de 123 1 1235 22,64 10,0415 5146 1 51,46 3,795 0,908 101,00 1 101,00 8,570 0,0996
extracdo (Q) ,58 8
Droga:solvente 831 1 831,1 152,23 0,0065 367,20 1 367,20 27,079 0,0350 451,38 1 451,38 38,301 0,0251
(L) ,10 0
Temperaturax 86, 1 86,94 1592 10,0574 2502 1 2502 1845 03073 5229 1 5229 4437 0,1698
Tempo de 94
extragédo (L)
Temperaturax 120 1 120,0 21,99 10,0426 4883 1 4888 3605 10,1980 94,11 1 9411 7,985 0,1057

Droga:solvente ,06 6
(L)
Tempo de 12, 1 1204 220 02759 o079 1 079 0058 08316 12,11 1 1211 1,027 0,4174
extracao: 04
droga solvente
Error 10, 2 5,46 27,12 2 13,56 2357 2 11,79
92
Total SS 989 8 508,25 8 632,71 8
,85

SS = soma dos quadrados, DF= graus de liberdade, MS= quadrado médio, F= estatistica F, p= valor p

Fonte: Dados da pesquisa
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Como ilustrado na figura 19 (A e B), a variavel tempo de extracdo apresentou uma
forte influéncia quadratica negativa sobre a resposta de isoquercetina, o que pode ser
observado pela pronunciada curvatura nas superficies de resposta para esta variavel, tanto
em relacdo a variavel temperatura quanto em relagdo a variavel droga:solvente,
significando que as o tempo de extracdo mediano proporcionaram maior eficiéncia na
extracao de isoquercetina e que esta eficiéncia diminui drasticamente quando se afastam
em direcdo aos valores menores ou maiores. Enquanto as variaveis de temperatura e
droga:solvente (Figura 19) apresentaram influéncia linear positiva sobre o processo
extrativo, podendo ser observada pela sutil inclinagdo apresentada por estas duas
variaveis em relacdo a variavel dependente nos respectivos graficos de superficie.

Ao observar as interacdes, foi apresentado melhores resultados na concentragdo
de isoquercetina (> 25ug/mL), através da diminui¢do da temperatura e com o tempo de
extracdo de forma intermediéria, porém uma menor concentracdo foi alcancada com a
diminuicdo do tempo de extracdo ou se o tempo de extracdo fosse maximizado e a
temperatura se mantivesse no nivel intermediario. Enquanto que, 0 aumento da propor¢éo
droga:solvente levou a ampliagdo da concentracdo de isoquercetina, através da
diminuigéo de temperatura e o tempo de extracdo mediano, corroborando com os dados
expostos por (Bindes et al., 2019), sugerindo que altas temperaturas (acima de 90°C) e
um curto tempo de extracdo (5-10 min), ou temperatura mais baixa (60-80°C) e maior
tempo de extracdo (acima de 20 min), podem evitar a degradacdo de alguns compostos
fendlicos, proporcionando uma maior concentragao.

Assim, pode-se dizer que para a interacdo X:X3 por atuar negativamente na
variavel resposta e a proporc¢édo droga:solvente afetar em maior magnitude, para obter a
maximizacao do teor de isoquercetina a temperatura estaria em seu menor nivel (-1) e a
proporc¢do droga:solvente em seu maior nivel (+1), da mesma forma que para a interagdo
X1X2 e X2X3, 0 tempo de extracdo manteria no nivel intermediario e a temperatura no seu
menor nivel (-1) e a proporc¢édo droga:solvente em seu maior nivel (+1) respectivamente.
Desta forma, de acordo com os dados obtidos da analise do planejamento fatorial para o
EaMn de Pernambuco foram determinadas as melhores condigdes do processo extrativo.
Considerando o teor de isogquercetina, os melhores parametros foram: temperatura (70°C),
tempo de extracdo (60 min) e proporcao droga:solvente (25:250). A partir dos resultados
obtidos, as condi¢fes ideais do extrato padronizado foram representadas pelo EA> do

planejamento experimental do item 5.1.2.2.3.1
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Figura 17- Influéncia das varidveis X1 (T °C), X2 (T min) e X3 (Droga:solvente) do extrato de Pernambuco e de suas interagdes sobre as
variaveis respostas de isoquercetina(A), rutina (B) e acido clorogénico (C).

(B)

(3)Droga:solvente(L) | —1493011 1 (3)Droga-solvente(L) |
1lby2L | 436,2127 1Lby2L | 10/78958
1Lby3L | -339.459 1Lby3L -8,45216
Tempo de extracdo(Q) | -201.489 Tempo de extracdo(Q) -5,98494
2Lby3L | 126,6438 (1)Temperatura(L) -4,99967
(1)Temperatura(L) | 56,70994 2Lby3L | 2,519251
(A)
(2)Tempo de extracao(L) 247375 (2)Tempo de extracao(L) | .2015684
p=,05 p=.05
S -
1Lby2L 2.050773
1Lby3L | -1,15884
(1)Temperatura(L) | -,693569
2Lby3L | .3911309
(€
(2)Tempo de extracao(lL) | .3769479

Fonte: Dados da pesquisa

p=.05
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Figura 18- Influéncia das varidveis X1 (T °C), X2 (T min) e X3 (Droga:solvente) do extrato da Paraiba e de suas intera¢fes sobre as variaveis

(3)Droga:solvente(L) |

Tempo de extracdo(Q) |

1Lby3L |

1Lby2L |

2Lby3L |
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—12 381 (3)Dr°ga:s°|vente(L) I

respostas de isoquercetina (A), rutina (B) e acido clorogénico (C).

(B)

-4,75763 Tempo de extracdo(Q) | -1,94803
-4,68935 1Lby3L | -1,89859
99052 1Lby2L | 1,358215
1,484882 (1)Temperatura(L) -1,18852
(A)
-.033048 2Lby3L | -,241568
p‘=,05
(3)Droga:solvente(L) E_ 6.188763
Tempo de extracao(Q) -2,92747
1Lby3L | -2,82584
1Lby2L [ 2.106442
(1)Temperatura(L) 1,962416
2Lby3L | 1,013635 (C)

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 19- Superficies de resposta que descrevem as interagdes das variaveis em relacdo ao teor de isoquercetina para o extrato obtido de
Pernambuco (A, B e C) e da Paraiba (D) em funcédo da razdo temperatura (X1), tempo de extracdo (X2) e droga:solvente (X3).
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Ja para o extrato obtido na Paraiba, a variavel linear droga:solvente apresentou uma
influéncia linear positiva observada pela inclina¢do do grafico, ou seja, sua eficiéncia é
diminuida diretamente proporcional a medida que a proporcao é levada ao seu menor nivel
(-1), tanto para as varidveis respostas de isoquercetina, quanto para rutina e acido
clorogénico. Para a variavel tempo de extracdo quadratico, o menor nivel (-1) obteve uma
maior concentracdo de isoquecertina (>12ug/mL) sendo diminuida drasticamente em
diregdo aos valores intermediarios e aumentada em dire¢éo ao nivel maximo.

Ao estudar influéncia mutua das variaveis sobe as respostas isogquercetina, rutina e
acido clorogénico com o extrato da Paraiba, observou-se apenas uma interacao
significativa, proveniente da interacdo entre a temperatura e a proporgédo:droga solvente,
para o teor de isogquercetina. Assim, mantendo-se as condi¢des da temperatura no seu nivel
intermediario, o teor de isoquercetina foi aumentado a medida que a propor¢édo
droga:solvente foi aumentado do nivel médio ao nivel maximo, obtendo desta forma a
maximizacao do teor isoquercetina (>27ug/mL). J& quando nivel de droga:solvente foi
diminuido até o ponto médio, a concentracdo de isoquercetina foi diminuida drasticamente
com diferengas minimas do nivel médio (<1,07) ao menor nivel (<0,98ug/mL).

Sendo assim, considerando os dados apresentados, para o0 extrato da Paraiba obteve-
se uma maximizacao da resposta quando os parametros estavam apresentados: temperatura
(0), tempo de extracdo (-1) e proporgdo droga:solvente (+1), representado pelo EA4 do
desenho experimental.

A aplicacdo da metodologia de design de experimentos resultou em uma equacao,
chamada de modelo, que descreve a dependéncia entre a resposta (Y 1-3), e as variaveis de
entrada (X 1-3). Depois da execucéo de todos os experimentos foi obtida uma equacéo de

segunda ordem:
Y = b0 + b1 X1 + h2Xz + b3Xo? + haX3 + bsX1 Xz + bsX1 X3 + b7X2X3 9)

onde Y é a variavel dependente (resposta), b0 é a média dos valores de resposta, b1-
7 séo coeficientes de regressdo, X1, Xz, X3 séo efeitos individuais que mostram como a
resposta varia devido a um fator quando todos os outros sio mantidos constantes, X,? indica
a dependéncia ndo linear do fator correspondente. X1X2, X2 X3 e X1 X3 séo efeitos interativos
obtidos quando dois fatores mudam simultaneamente.

Por isso, 0 modelo estatistico delineado e testado nesse estudo forneceu equacdes de
predicdo levando em consideracdo apenas a influéncia significativa das variaveis (2), (3) e
(4) para respostas de isoquercetina (1SO), rutina (RUT) e acido clorogénico (AC) obtidos do

extrato de Pernambuco, respectivamente:

1SO: 9,83 + 0,36X1 + 4,40X2% + 9,42X3 + 4,76 X1 X2 — 6,42 X1X3+1,38 X>X3 (10)
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RUT: 8,44 + 4,94X3 (11)

AC: 90,09 + 78,85 X3 (12)

Enquanto, que para o extrato da Paraiba, 0 modelo estatistico delineado foi:

1SO: 1,06 + 15,72X, + 11,76X3-13,41X: X3 (13)
RUT: 6,23 + 7,82X3 (14)
AC: 9,61 + 8,673 (15)

5.1.3.4 CaracterizacOes das solucOes extrativas

5.1.3.4.1 Determinacdo do pH

O pH é uma medida eletrométrica que avalia a concentracdo de ions hidrogénio em
uma amostra, indicando acidez, neutralidade ou alcalinidade em uma solugdo aquosa.
Segundo a teoria de Arrhenius, os &cidos sdo compostos que reagem com agua e sofrem
ionizacéo, originando como Unico cation o hidrénio (H3zO0™). Ja as bases sdo compostas que,
em meio aquoso, sofrem dissociacdo ibnica, liberando como Unico anion a hidroxila (OH").
Por isso, quanto mais hidrénios houver no meio, mais acida sera a solugéo. Por consequéncia,
podemos dizer que quanto mais ions OH™ houver no meio, mais basica ou alcalina sera a
solugéo.(Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Alguns fatores sdo importantes para determinacdo do pH, como a influéncia da
palatabilidade, no desenvolvimento de microrganismo, pois quanto mais acido for, menor
sera a capacidade de reproducdo de microrganismos; no conhecimento da constituicdo
quimica de uma solucdo, pois valores elevados de acidez podem atuar negativamente; atuam
como sensor da estabilidade, sinalizando provaveis alteragfes quimicas que possam estar
ocorrendo no meio extrativo, dentre outros (Hoffman F.L., 2001; Longhini et al., 2007;
Silveira; Maia; Coelho, 2012).

Assim, a andlise do pH do extrato aquoso das folhas da amora apresentaram baixa
variagdo e um pH ligeiramente bésico, estando os valores entre 7,95 + 0,10 e 8,08 + 0,12
para o estado da Paraiba e Pernambuco, respectivamente. A hipo6tese presumivel para esse
comportamento é que em pH 8 (valor de pH ligeiramente basico), o extrato das folhas de
Morus nigra L. contenha mais grupos funcionais carregados negativamente, devido a uma

maior concentracéo de ions OH™ no meio.
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5.1.3.4.2 Determinacédo da densidade relativa

A densidade relativa é a razdo entre a densidade (massa de uma unidade de volume)
de uma substancia e a densidade de um dado material de referéncia. Alguns fatores afetam
o0 valor da densidade, dentre elas: a temperatura, pois diferentes temperaturas gera uma maior
aproximagéo, promovendo a diminuigdo da temperatura e aumento da densidade ou
distanciamento das particulas da substéncia, requerendo o aumento da temperatura e
diminuicao da densidade; a composicdo do material ao qual esta inserido, pois substancias
puras possuem seus préprios valores de densidade, porém em solugdo resultard em uma
densidade intermediaria.

Assim, o valor obtido para a densidade relativa do extrato aquoso de Morus nigra L.
no estado da Paraiba e Pernambuco respectivamente foi de 1,086 + 0,02 e 1,011 £ 0,01. A
agua foi utilizada como referéncia na temperatura de 23°C e os valores estdo proximos ao
da agua, justamente por ter sido utilizado como liquido extrator. Possivelmente o extrato da
Paraiba por ser mais concentrada, obteve uma densidade maior, pois quanto mais a

substancia estiver dissolvida no meio, a solucéo ficara mais densa.

5.1.3.4.3 Determinacdo do Residuo Seco em Extratos Fluidos

O teor de residuo seco permite visualizar o potencial de extracdo da &gua,
determinando a quantidade de substancias sollveis nesse solvente. No processamento
industrial a determinag&o do teor de sélidos sollveis é importante, visto que elevados teores
desses constituintes na matéria-prima implicam menor adi¢do de agucares, menor tempo de
evaporacdo da dgua, menor gasto de energia e maior rendimento do produto, resultando em
um menor processamento. (Silva et. al, 2002).

Das folhas de Morus nigra L. analisadas, as coletadas na Paraiba apresentaram o
maior teor de residuo seco, com um valor de 27,12% + 0,0009, engquanto as coletadas em
Pernambuco exibiram um teor de 24,31% + 0,0006. Especificacfes de teores minimos de
solidos soluveis para extratos fluidos, ndo estd previso na Farmacopeia Brasileira, porém
(Guizzo et al., 2015) em seus estudos, obtiveram teor extrativo de 15,43% para 0 mesmo
liquido extrator e parte da planta utilizada. Diante disso, pode-se sugerir que o alto valor

observado reflete a alta concentragdo de substancias hidrossoluveis na planta em questéo.

5.1.3.5. Obtencéo e caracterizagdes do extrato seco

5.1.3.5.1 Extrato seco pelo método da liofilizacdo



119

Considerando os dados apresentados anteriormente na secdo 5.2.2 0s extratos
escolhidos para anélises posteriores, considerando a maximizagao das respostas estudadas
foram: extrato EA> de Pernambuco (temperatura de infusdo 70°C; 60 min de extracdo;
propor¢éo droga solvente 25:250) e extrato EA4 da Paraiba (temperatura de infuséo 85°C;
30 min de extracdo; proporcao droga:solvente 25:250).

Entretanto, preparac@es fitoterapicas na forma solida, tém sido preferidas pela
industria farmacéutica, principalmente por apresentar vantagens relacionadas a
homogeneidade de distribui¢do dos constituintes, maior estabilidade e facilidade de pesagem
e manuseio. Considerando que a liofilizacdo é uma técnica extremamente eficiente na
secagem de extratos, pois promove a preservacdo dos polifendis, por ser uma técnica de
secagem baseada no fenémeno da sublimacdo, uma vez que é realizada em baixas
temperaturas e sob vacuo, permanecendo estaveis por longos periodos devido a prevencao
da degradacéo hidrolitica e oxidativa dos compostos ativos durante o armazenamento, foi a
metodologia de escolha para o processo de secagem dos extratos aquosos de Morus nigra
L. (Jovanovi¢ et al., 2021; Malacrida; Motta, 2005; Souza, C. R. F. et al., 2015).

Logo, a fim de determinar se as condi¢Oes propostas pelo processo de secagem
influenciariam na quantificacdo dos marcadores majoritarios, os liofilos dos extratos
escolhidos no planejamento experimental, foram submetidos a CLAE na concentracéo de 5
mg/mL. Através da figura 20 e 21 é possivel observar as comparac¢des cromatogréaficas do
extrato aquoso e do liéfilo correspondente do estado da Pernambuco e Paraiba

respectivamente.

E possivel inferir através da comparacdo entre os cromatogramas, que oS picos
majoritarios presentes nos extratos aquosos sao observados no cromatograma do liofilo,
evidenciando desta forma, que o processo de secagem manteve 0s compostos quimicos
presentes, garantindo um processo de secagem eficiente. Consideravelmente, a intensidades
dos picos foram menores para os liofilos por se tratar de concentracdes diluidas em
comparagdo com o extrato aquoso puro, assim, baseado no residuo seco obtido a partir do
processo de liofilizacdo, sendo 27,4 mg/mL e 24,1 mg/mL para os liéfilos do extrato da
Paraiba e Pernambuco respectivamente, foi possivel calcular a concentracdo dos compostos
majoritarios dos extratos secos em comparagdo com o extrato fluido, como observado

através da tabela 6.



Figura 20- Cromatograma de comparacao entre o extrato aquoso EA2PE e o liofilo
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Figura 21- Cromatograma de comparacao entre o extrato aquoso EA4PB e o lidfilo
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Tabela 6- Quantificacdo dos marcadores analiticos em extratos vegetais de Morus nigra L.

Amostras Isoquercetina Rutina Acido
(ng/mL) (Mg/mL) clorogénico
(Mg/mL)
Extratos EAPE 24,66 + 0,45 18,02 £ 0,49 218,57 + 1,26
aguosos EA.PB 27,70 £ 0,25 27,30 +1,82 32,81+1,41
Liofilos Lidfilo PE 23,41+1,34 16,94 £ 1,02 216,08 + 1,44
Li6filo PB 29,052+ 1,20 28,20+ 1,25 34,524 + 0,34

Valores expressos em média + DP (n=3)
Fonte: Dados da pesquisa

De acordo com os resultados obtidos, o acido clorogénico é o composto fendlico
dominante encontrado nos extratos aquosos de Morus nigra L. Esta de acordo com o0s
resultados encontrados por (Zeni et al., 2017) que obteve o extrato das folhas de amora, a
partir da infusdo utilizando agua destilada fervida a 100°C. J& em comparacdo com
(Radojkovi¢ et al., 2016) os extratos obtidos por maceracdo com etanol aquoso 70%, a uma
temperatura de 30°C, obteve como componente majoritarios derivados do &cido cafeico,
derivados da quercetina e rutina. Essa diferenca depende principalmente da escolha do
solvente de extracao, pois a afinidade molecular entre 0 composto fitoquimico e o solvente,
pode favorecer a solubilidade e consequentemente a eficiéncia da extragcdo. Por isso, n0sso
objetivo foi avaliar os extratos aquosos das folhas da amora. Apesar da agua ndo ser tdo
eficiente na extragdo de polifendis em comparacdo com o metanol e outros solventes
organicos. No entanto, ndo é toxico como o metanol e pode ser usado como meio de extracdo
para a producdo de alimentos, cosméticos e materias-primas para medicamentos. (Kebal et
al., 2022a).

5.1.3.5.2. Determinacéo da umidade residual do extrato seco

Um parametro fundamental no que diz a respeito ao desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas é a determinacdo da umidade residual. Esse método tem a capacidade
de interferir na estabilidade quimica e microbiolégica da preparacdo, como também nas
propriedades fisicas do extrato seco, como distribuicdo granulométrica e propriedades de
escoamento do pd. O resultado obtido da determinacdo da umidade residual do extrato seco
foi de 4,63 £ 0,10% e 4,80 £ 0,13 % para liofilos obtidos da Paraiba e Pernambuco
respectivamente, demonstrando que o processo de secagem utilizado foi satisfatorio ndo

necessitando de um processo de otimizagé&o.
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5.1.3.5.3 Caracterizacdo termica do extrato seco

As curvas de termogravimetria (TG) da droga vegetal de Morus nigra L. e do extrato
seco podem ser observadas na figura 22. A droga vegetal da PB apresenta um primeiro
evento de perda de agua na faixa de 28-91°C (Am=6,41%) ¢ a decomposigdo térmica se
inicia em 200°C com o percentual de perda de massa total de 51,67% até a temperatura final
da analise de 600°C. Em relacédo ao extrato seco obtido da mesma amostra pelo processo de
liofilizagdo, foi observado inicialmente um perfil térmico semelhante, onde foi notado o
evento de perda de agua até 100°C (Am=1,81%) mostrando assim resquicios de umidade
ap6s 0 processo de secagem. J& a decomposicdo térmica apresentou dois eventos
degradativos, o primeiro na faixa de 174 e 295°C e o segundo entre 330 e 510°C, podendo
ser observados pelos declives da curva de TG, com o percentual de perda de massa de 35,6%
e 22,11% respectivamente.

Enquanto que a droga vegetal do PE apresentou o primeiro evento de perda de
volateis, majoritariamente da agua, na faixa de 30-100°C (A=6,46%) e a decomposi¢ao
térmica com inicio em 202°C com o percentual de massa total de 45,94% até a temperatura
final de andlise. O extrato seco, demonstrou o primeiro evento térmico até 100°C (A=2,02%)
e segundo evento de decomposicao a partir de 115-170°C (A=7,6%) e terceiro evento em
176-330°C (A=38,01%).

O evento de degradacédo do extrato seco mostrou-se antecipado, quando comparado
ao inicio da degradacdo da droga vegetal, o que pode estar relacionado a menor quantidade
de &gua contida no extrato seco em comparacdo com a droga vegetal. As curvas de
decomposicdo térmica sdo parcelas de fenbmenos fisico-quimicos que ocorrem quando a
mesma € aquecida. Porém, ndo é possivel associar o efeito térmico e a perda de massa a
identificacdo da decomposicdo de um determinado componente da amostra, entretanto, é
uma analise fundamental para o controle da temperatura durante o processo de producdo de

formas farmacéuticas sélidas e armazenamento do material vegetal.



Figura 22- Curvas de TG das drogas vegetais e extratos seco de Morus nigra L. obtidos da Paraiba e Pernambuco.
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5.1.3.6  QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DAS FOLHAS
DE Morus nigra L.

5.1.3.6.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

A metodologia foi submetida a uma etapa de pré-validacdo, na qual se avaliou: o
comprimento de onda de absor¢cdo maxima e a concentracdo do reagente carbonato de
sodio (10%, 15% e 20%). Para prosseguir com a validacdo, a escolha do melhor extrato
citado na secdo 3.2.2 foi utilizado a fim de obter a melhor resposta em comum, na
maximizacao dos compostos fendlicos.

Neste método o reagente de FC é constituido por uma mistura de fofomolibdato e
fosfotungstato (designados em conjunto por acido fosfomolibdicotungstico) e através de
uma reacdo colorimétrica permite a analisar compostos organicos que possuem anéis
aromaticos hidroxilados.

O grupo fendlico deve se encontrar na forma de fenolato, para os anions
produzirem a oxidacdo. Por isso, a desprotonacdo dos compostos fenolicos, em meio
bésico se gera o &nion carboxilado. A partir deste ponto, ocorre uma reacdo de oxi-
reducdo entre o anion e o reagente de Folin, na qual o molibdénio, componente do
reagente de Folin que se encontram no estado de oxidagdo +6 (com a cor amarela), sofre
reducdo a +5 e o meio reacional muda de coloracdo amarela para azul que pode ser
medido opticamente na faixa de comprimento de onda a 700-760 nm. (Chen; Cheng;
Liang, 2015; Vazquez et al., 2015). A figura 23 demonstra a reacdo entre o acido galico
com o molibdénio.

Figura 23- Reacdo do Acido Galico com Molibdénio, componente do reagente do Folin-
Ciocalteu
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A mistura de FCR e compostos fenolicos é estavel em acido, mas instavel em
solucédo alcalina. Portanto, o carbonato de sodio, é usado para fornecer um ambiente
alcalino, é fundamental para a reacdo, pois a pigmentacdo azul, tem absorcdo maxima
dependente da composicdo qualitativa e/ou quantitativa das misturas fendlicas e do pH
das solucdes.

O comprimento de onda 6timo da leitura foi determinado atraves da realizacao
do espectro de varredura, na faixa de 400 a 900 nm dos extratos escolhidos e do acido
galico, anteriormente citado. A figura 24 representa o espectro obtido para o acido galico
e para o0 extrato da matéria-prima apos a reacdo com Folin-Ciocalteu, demonstrando os
méaximos de absorbancia em 749 nm.

Figura 24- Espectro de varredura (400-900 nm) do &cido galico e do extrato aquoso
obtido a partir da matéria-prima de Morus nigra L.
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Fonte: Dados da pesquisa

O carbonato de sodio em meio alcalino promove a reducdo de polifendis
formando o 6xido azul de tungsténio através da reagdo com o reagente Folin-Ciocalteau.
Portanto, a intensidade da coloracdo azul é proporcional a quantidade de polifendis
presentes na solucdo. Sendo assim, analisando os dados, pode-se observar grandes
diferencas quanto ao tempo da reacdo e a absorbancia. Na concentragdo do reagente
carbonato de sodio a 10%, foi observado menores absorbancias para os extratos em

estudo, em qualquer tempo de estabilizacdo da reacdo, j& para 15% a maximizacdo da
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absorbancia foi em 30 min, no entanto, na concentracao de 20% em 30 minutos a reacdo
estabilizou-se, demonstrando o melhor resultado. Logo, a maior a concentracdo estudada
da solugdo de carbonato de sodio de 20% foi a escolhida por fornecer uma maior
absorbancia da reacdo em tempo intermediério, otimizando o tempo de reag¢do. Os dados

citados podem ser vistos na tabela 7.

Tabela 7- Diferentes concentragdes do reagente carbonato de sédio quanto ao tempo de
analise e absorbancia média

Concentracéo do Tempo de Absorbancia média  Absorbancia média
reagente analise no tempo estavel no tempo estavel

carbonato de (min) Morus nigra L. Morus nigra L.
sodio (% p/v) Paraiba Pernambuco
10 15 0,02 + 0,005 0,003 £ 0,002

30 0,09 + 0,006 0,008 + 0,004

60 0,04 + 0,008 0,005 + 0,002

15 15 1,416 + 0,015 0,433 £ 0,014

30 1,437 + 0,018 0,447 + 0,019

60 1,00 £ 0,014 0,405 + 0,009

20 15 1,528 + 0,007 0,512 + 0,006

30 1,637 + 0,002 0,520 +0,007

60 1,238 + 0,003 0,502 + 0,002

Fonte: dados da pesquisa

5.1.3.6.2 Validacdo do método por espectrofotometria UV-Vis

A validacdo de um procedimento analitico deve ser realizada para atestar se o
procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema leva aos resultados
esperados, garantindo a confiabilidade, rastreabilidade ou comparabilidade dos
resultados. (Silva et al., 2017). Assim, absor¢cdo molecular da espectrofotometria na regiao
espectral UV-Vis é uma técnica simples e apropriada para analises de rotina na industria.
Dentre esses fatores, a metodologia € acessivel, tém baixo custo operacional, rapidez e

elevada confiabilidade de resultados. Por isso, foi utilizada para o desenvolvimento da
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validacdo, no intuito de quantificar os compostos fenolicos totais dos extratos, garantindo
assim a possibilidade de analisar medicamentos que contém o extrato de Morus nigra L.
(Gupta et al., 2022).

5.1.3.6.2.1 Linearidade

A linearidade € capacidade da metodologia aplicada demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro um
intervalo especificado. E verificada a partir da equacéo de regresséo linear, determinada
pelo método dos minimos quadrados. Seu critério minimo aceitavel é o coeficiente de
correlagéo (r) ser maior ou igual a 0,99. Isto se explica, pois o coeficiente determina uma
estimativa da qualidade da curva, sendo que quando r encontra-se proximo de 1,0, menor
é a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
de regressdo. No entanto, apenas este critério ndo suficiente para garantir adequagdo do
modelo, por isso utilizou-se a analise de variancia pelo método do minimo quadrado,
fornecendo resultados experimentais ndo tendenciosos e com uma variagdo minima,

predizendo os valores de y a partir dos valores de x (Ribani et al., 2004).

5.1.3.6.2.2 Linearidade do acido galico

A substancia de referéncia escolhida como padréo externo para determinacao dos
compostos fendlicos totais foi o acido galico. A linearidade do método foi verificada por
meio da elaboracédo de curva analitica do &cido galico na faixa de concentracéo de 4,5 a
11 pg/mL. A figura 25 apresentam a curva média obtida para avaliagdo da linearidade,
com o valor de equacdo da reta obtida pela regressdo linear e o coeficiente de
determinacéo (R = 0,9979).

A fim de comprovar estatisticamente se os dados apresentam uma suposta relacao
linear entre a concentracdo e a absorbancia na linearidade, foi utilizada a analise de
variancia de regressao para o teste de significancia do modelo, utilizando a estatistica t-
student para obter o teor das hipdteses. As hipoteses a serem testadas pela analise de
variancia na regressdo sao: hipotese nula (Ho) que corresponde a ndo correlacao linear
significativa entre a concentracdo e a absorbancia e a hipotese alternativa (H1) que
confirma a correlacdo linear entre as variaveis. A seguir a ANOVA pode ser definida

conforme a tabela 8.
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Figura 25- Curva analitica média do cido galico
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Tabela 8- Analise de variancia da linearidade do acido galico

GL  SQ MQ Fo = Valor-P
(calculado)  (tabelado)
Modelo 1 0,9789 0,9789 2689,21 4,49 0,000
Residual 16  0,0058  0,0003
Falta de ajuste 4 0,0020 0,0005 1,66 3,26 0,223
Erro puro 12 0,0037 0,0003
Total 17 0,9847

*GL.: graus de liberdade; SQ: soma quadrética dos residuos; MQ: quadrado' média dos
quadrados

Fonte: Dados da pesquisa

Desta forma, a estatistica do modelo tem distribuicdo F de Fischer-Snedecor com
1 grau de liberdade a nivel de significancia de 5%, apresentada na tabela X demonstra
que F calculado € maior que o F tabelado e o valor p menor que (0,05 — nivel de
significancia), assim Ho foi rejeitada, com evidéncias estatisticas de que ha uma
correlacdo linear entre a absorbancia e concentracdo do acido galico, concluindo que a

curva estudada é linear.
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Para analisar a adequacdo do método e a significancia estatistica do modelo linear,
a falta de ajuste pode ser utilizada, pois assume que a normalidade, a independéncia e
homoscedasticidade das variancias dos residuos sejam validos. As hipoteses a serem
testadas pelo teste da falta de ajuste sdo: hipotese nula (Ho) curva ndo apresenta erro por
falta de ajuste, ou seja, modelo linear adequado e hipdtese alternativa (H1) a curva
apresenta erro por falta de ajuste, ou seja, modelo linear inadequado. Ao nivel de
significancia de 5% o valor de F calculado é menor que o F tabelado, portanto, aceita-se
Ho e conclui que a falta de ajuste ndo é significativa com evidencias estatisticas que o
modelo utilizado é adequado. Assim, o método satisfaz as condigdes estatisticas,
demonstrando que o modelo linear ndo apresenta erro por falta de ajuste. Além disso, a
analise de variancia demonstra que a regressao € significativa.

Enquanto que a distribuicdo F é usada para realizar teste de hipétese da equagao
da reta de regressdo como um todo, a distribuicdo t € usada para realizar testes de
hipdteses dos coeficientes da reta de regressdo. Portanto, a significancia do coeficiente de
regressdo foi determinada através do teste t-sdudent, com os resultados previstos na tabela
9. Utilizando a tabela de distribuicéo t, para Ho: B=0 e para Hi: B#0, pode-se observar
que valor-p dos coeficientes € menor que 0,05, evidenciando que a hip6tese nula é falsa,
podendo afirmar que o coeficiente angular da reta € diferente de zero, ou seja, sdo

estatisticamente significativos.

Tabela 9- Teste de significancia do coeficiente angular.

Erro Inferior Superior

Coeficientes padrdo valor-t valor-P  95,0% 95,0%

Intersecio 0,145 0,016  9,059548 1,07E-07 0,111 0,178
Var;?"e' 101,601 1,959 51,8576 2,95E-19 97,448 105754

Fonte: Dados da pesquisa

Além disso, para que os resultados sejam confiaveis, as precisdes do modelo
devem ser avaliadas. Assim, com andlise dos residuos é possivel investigar
adequabilidade de um modelo de regressdo. Para estarem de acordo com a teoria
estatistica, os residuos devem ter média proxima de zero, variancia pequena e serem
distribuidos simetricamente, ou seja, 0s residuos devem seguir distribuicdo normal.

Os graficos de residuos que suspeitam de heterocedasticidade, resultam na

presenca de uma estrutura definida, como linear, quadratica ou formato de cone, isto pode
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traduzir o fato de ndo existir uma relacdo entre as variaveis ou ndo constam no modelo
uma ou varias variaveis independentes que influenciam significativamente a variavel
dependente. Por outro lado, quando os residuos sao aleatoriamente distribuidos conclui-
se que a variancia dos residuos é constante, os pontos do gréafico se distribuem-se de forma
aleatdéria em torno da reta que corresponde ao residuo zero, formando uma mancha de
largura uniforme.

Ao analisar a figura 26, pode-se observar que 0s residuos estdo normalmente
distribuidos, préoximo ao zero, com variéncia constantes e concentrados entre -0,04 e
0,026. ndo é possivel, em principio, identificar nenhuma estrutura definida ou tendéncia
nos residuos. Os valores positivos e negativos dos residuos encontram-se equivalentes,
indicando aleatoriedade. Sendo assim, isso da fortes indicios para conclusdo que 0s
pontos sdo aleatoriamente distribuidos e que ndo ha formacdo que sugerisse
heterocedasticidade, sendo assim os residuos sdo homocedasticos, advertindo um
comportamento esperado para distribuicdo dos erros.

Figura 26- Distribuicao da andlise de residuos da linearidade do acido galico
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Fonte: Dados da pesquisa

5.1.3.6.2.3 Linearidade do extrato Morus nigra L. coletado na Paraiba

A linearidade do extrato das folhas de Morus nigra L. da Paraiba de acordo com
0 método de extracdo escolhido no item 5.2, foi verificada por meio da elaboracdo da
curva analitica na faixa de concentracdo de 75 a 270 pug/mL. A figura 27 apresentam a
curva média obtida para avaliacdo da linearidade, com o valor de equacao da reta obtida
pela regressdo linear e o coeficiente de determinagdo (R%=0,9977).

Figura 27-Representacdo grafica da curva de linearidade do extrato das folhas de Morus
nigra L. coletadas na Paraiba-
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Fonte: Dados da pesquisa

Na determinacdo da melhor faixa de aplicacdo, foram utilizadas analises
estatisticas. Para verificar a linearidade tem-se como hipéteses: Ho = a curva ndo é linear
e Hi=acurva ¢ linear. De acordo com a tabela 10 (ANOVA) para o0 modelo de regressao,
tem-se o F calculado maior que o F tabelado, bem como valor-p menor que 0,05 (nivel
de significancia), assim rejeita-se Ho e conclui-se que a curva analitica € estatisticamente
linear. Afim de avaliar se 0 modelo de regresséo linear é adequado, o teste de falta de
ajuste foi avaliado, ao nivel de significancia de 5% conclui-se que o Fcalculado € menor
que o Ftabelado, portanto, aceita-se Ho e conclui que a falta de ajusta do modelo néo é

significativa, com evidéncias estatisticas que o modelo utilizado é adequado.

Tabela 10- Andlise de variancia da curva analitica do extrato de Morus nigra L. Paraiba

GL SQ MQ Fo Ft Valor-P
(calculado)  (tabelado)
Modelo 1 117931 1,17931 1395,60 4,38 0,000
Residual 19 0,01606  0,0085
Faltadeajuste 5 0,00792 0,00158 2,73 2,96 0,063
Erro puro 14 0,00813 0,00058
Total 20 1,19537

Fonte: Dados da pesquisa
As precisdes do modelo ajustado foram avaliadas, para que os resultados sejam

confiaveis, através da distribuicdo de residuos. Essa analise € possivel investigar
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adequabilidade da regressdo, através de uma andlise grafica, como demonstrada na figura
28. Através da andlise foi possivel observar que os residuos se encontram préximo ao

Zero, com variancia constantes e concentradas entre -0,04 a 0,04.

Figura 28- Distribuicdo da andlise de residuos da linearidade do extrato da Paraiba
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Fonte: Dados da pesquisa

5.1.3.6.2.4 Linearidade do extrato Morus nigra L. coletado em Pernambuco

A linearidade do extrato das folhas de Morus nigra L. de Pernambuco de acordo
com o método de extracdo escolhido no item 5.2, foi verificada por meio da elaboragdo
da curva analitica na faixa de concentracdo de 68 a 243 pg/mL. A figura 29 apresentam
a curva média obtida para avaliacdo da linearidade, com o valor de equacéo da reta obtida
pela regresséo linear e o coeficiente de determinagio (R?=0,9977).

A fim de comprovar estatisticamente se os dados apresentam uma suposta relagéo
linear entre a concentracdo e a absorbéncia na linearidade, foi utilizada a anélise de
variancia da regressao para o teste de significancia do modelo, utilizando a estatistica t-
student para obter o teste de hipéteses (Tabela 11). As hipGteses a serem testadas pelas
andlises de varidncia na regressdo sdo: hipotese nula (Ho) ndo ha correlagdo linear
significativa entre a concentracao e a absorbancia e hipotese alternativa (H1) diz que ndo
ha correlacdo linear entre as varidveis. Por isso pode-se sugerir que o0 modelo é adequado

advertindo um comportamento esperado para distribui¢éo dos erros.
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Figura 29- Curva analitica média do extrato de Pernambuco
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Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 11- Andlise de variancia da curva analitica do extrato de Morus nigra L.

Pernambuco-
GL SQ MQ Fo = Valor-P
(calculado) (tabelado)
Modelo 1 0,204369 0,204369 1723,54 4,38 0,000
Residual 19 0,001423 0,000119
Faltade ajuste 5 0,000540 0,000108 0,86 2,96 0,552
Erro puro 14 0,000883 0,000126

Total 20 0,205792

Fonte: Dados da pesquiéa

A estatistica do modelo tem distribuicdo ao nivel de significancia de 5%. Esses
valores esperados nos sugerem que o valor de F119 calculado (1723,54) é maior que o
F119 tabelado (4,38). Portanto, deve-se rejeitar Ho, com evidéncias estatisticas de que ha
correlagéo linear entre a absorbancia e a concentracao do extrato. Para avaliar se 0 modelo
de regressdo linear é adequado, o teste da falta de ajuste (Lack Of Fit) € utilizado pois

assume que a normalidade, independéncia e homoscedasticidade das variancias dos
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residuos sejam validos. As hipoteses a serem testadas pelo teste da falta de ajuste sdo:
hipdtese nula (Ho) modelo linear adequado e para hip6tese alternativa (H1) modelo linear
inadequado. Ao nivel de significancia de 5% o valor de Fs 14 calculado (0,86) € menor que
Fs,14 tabelado (2,96), portanto, aceita-se Ho e conclui que a falta de ajuste ndo é
significativa com evidéncias estatisticas que o modelo utilizado é adequado.

Para que os resultados sejam confiaveis, as precisdes do modelo ajustado devem
ser avaliadas. Com analise dos residuos é possivel investigar adequabilidade de um
modelo regressdo. Através da analise grafica dos residuos, como demonstrada na figura
30, pode-se concluir que os residuos se encontram proximo a zero, com variancia
constantes e concentrados entre -0,001 a 0,001 e que aproximadamente a quantidade dos
valores positivos e negativos dos residuos encontram-se equivalentes, indicando
aleatoriedade. Por isso pode-se sugerir que o modelo é adequado advertindo um

comportamento esperado para distribui¢do dos erros.

Figura 30- Distribuicdo da andlise de residuos da linearidade do extrato de Pernambuco
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Fonte: Dados da pesquisa

5.1.3.6.2.5 Especificidade

A especificidade € definida como a habilidade do método em distinguir o analito
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéo e

componentes da matriz (Brasil, 2019).
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Para avaliar este parametro, foi adicionado 100 pl padrdo acido galico na
concentracdo de 1,12 mg/mL nas amostras as sete diferentes concentracfes da linearidade
nos extratos da Paraiba e Pernambuco, realizando o teste em triplicata. Os resultados
foram plotados em graficos para se verificar a linearidade da curva e a mesma foi
comparada com a curva da linearidade (se¢do 5.1.3.6.2.1)

A figura 31 e 32 apresenta as curvas médias de linearidade (extrato de Paraiba e
Pernambuco respectivamente) e as curvas médias da especificidade para cada uma das
substancias de referéncia. Assim, através do paralelismo entre as retas, é possivel observar
que ndo ha diferenca entres os coeficientes angulares obtidos nas curvas de calibracdo da
especificidade e linearidade, podendo afirmar que o método € especifico para a finalidade
que se propde, devido as amostras tratar-se de matrizes complexas e esse efeito pode ser
avaliado observando os coeficientes angulares das retas de linearidade e especificidade
(Ribani et al., 2004).

Figura 31- Comparacdo entre a curva de especificidade e linearidade do extrato de
Morus nigra L. da Paraiba
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Figura 32- Comparacdo entre a curva de especificidade e linearidade do extrato de
Morus nigra L. de Pernambuco
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Fonte: Dados da pesquisa

Porém, para comprovacao da especificidade do metodo, € necessario que a curva
analitica do extrato, através da contaminacdo do padrdo, apresente linearidade. Ao
observar os valores dos coeficientes de correlagdo para os dois tipos de extratos,
apresentam-se maiores do que 0,99, tanto para linearidade, como para especificidade, o
que pode sugerir que a curva analitica € linear. No entanto, conforme discutido para o
teste de linearidade, além do valor do coeficiente de correlacdo, sdo necessarios testes
estatisticos que comprove a linearidade do modelo.

Deste modo, para verificar a linearidade do intervalo estudo, tem-se como
hipoteses: Ho= a curva néo linear e Hy = a curva € linear. De acordo com a tabela 12 e 13

tem-se o Fcalculado maior que o Ftabelado, bem como valor-p menor que 0,05, assim

rejeitou-se a hipdtese nula e aceita-se a hipotese alternativa, concluindo-se que as curvas
analiticas estudas para a especificidade dos extratos obtidos na Paraiba e Pernambuco sao
lineares.

Quanto a falta de ajuste, tem-se outras duas hipéteses: Ho= a curva apresenta erro
por falta de ajuste; Hi= a curva ndo apresenta erro por falta de ajuste. Portanto quando

ndo ha falta de ajuste, ocorre o contrario, ou seja, o Fcalculado é menor que o Ftabelado,
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sendo assim, recusa-se a hipotese nula e aceita a hip6tese alternativa, demonstrando que

0 modelo linear para os dois tipos de extratos, ndo apresentam erros por falta de ajuste

Tabela 12- Anélise estatistica do teste de especificidade do extrato da Paraiba

GL SQ MQ Fo = Valor-P
(calculado)  (tabelado)
Modelo 1 215104 2,15104 2678,77 4,38 0,000
Residual 19 0,01526 0,00080
Faltadeajuste 5 0,01486 0,00029 0,96 2,96 0,58
Erro puro 14 0,00039 0,00003
Total 20 2,16630

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 13- Andlise estatistica do teste de especificidade do extrato de Pernambuco

GL SQ MQ Fo Ft Valor-P
(calculado) (tabelado)
Modelo 1 0,280954 0,280954 2080,76 4,38 0,000
Residual 19 0,002564 0,000135
Faltade ajuste 5 0,002217 0,000042 1,6 2,96 0,62
Erro puro 14 0,000348 0,000025
Total 20 0,283520

Fonte: dados da pesquisa

Além disso, é possivel observar que os pontos ficam proximo a reta, seguindo uma
distribuicdo normal e que os residuos se distribuem aleatoriamente em torno da média

zero para ambos extratos (Figura 33 e 34), confirmando a linearidade da curva analitica.
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Figura 33- Grafico de heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de
especificidade das amostras de extrato da Paraiba
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 34- Gréfico de heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de
especificidade das amostras de extrato de Pernambuco
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5.1.3.6.2.6 Limite de deteccéo e limite de quantificagao

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito em uma amostra que
pode ser detectada e diferenciada do ruido, mas ndo necessariamente quantificada,
enquanto que o limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com precisao e exatiddo, sob condicdes estabelecidas (BRASIL, 2017).
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O LD e LQ podem ser estabelecidos através da analise de solucbes e
concentracOes conhecidas e decrescentes do analito, até se chegar ao nivel detectavel e
quantificavel. Podem ser determinados a partir de 3 métodos diferentes: método visual,
método de relagdo sinal-ruido e baseado em pardmetros da curva analitica. Para a analise
espectrofotométrica em questdo foi utilizado a curva analitica dos extratos, na qual deve-
se considerar a equacdo da reta obtida na linearidade do extrato da Paraiba (y = 0.0036x
+ 0.1056) e Pernambuco (y = 0.00201x + 0.04692), para se obter o LD e LQ.

Pela equacéo da reta tem-se o desvio padréo do intercepto y(DPa) = 0,0464 e y
(DPa) = 0,0026 e a inclinagéo da reta de (IC) =0,0036 e (IC) = 0,002 para a curva analitica
do extrato Paraiba e Pernambuco, respectivamente. Sendo assim, resultam em um LD e
LQ de 38,31 e 127,70 pg/ml e 3,87 e 12,89 pg/mL respectivamente para o extrato de
Paraiba e Pernambuco.

5.1.3.6.2.7. Precisao

A precisdo é considerada uma avaliagcdo da proximidade dos resultados obtidos
em uma séria de amostragens de uma mesma amostra, sendo analisada por precisao intra-
dia (repetibilidade) e inter-dias (precisdo intermediaria). A repetibilidade observa a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo e com 0 mesmo
analista e mesma instrumentacdo, enquanto a precisdo intermedidria observa a
concordancia dos resultados do mesmo laboratdrio, mas obtido em dias diferentes e com
analistas diferentes.

Nesse sentido, 0 ensaio de precisdo pretende avaliar e quantificar tais variacdes
nos dados obtidos e expressar através do desvio padrdo relativo (DPR), a proximidade
dos resultados. Sendo assim, ao analisar os dados obtidos na tabela 14 e 15, através do
calculo da variacdo de repetibilidade e precisdo intermediaria, nota-se que o DPR se
encontra abaixo de 5%, para os dois extratos em estudo, de acordo como preconizado pela

legislacao.
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Tabela 14- Teor de polifendis totais (PT) obtidos nos testes intra-dia e inter-dia do
extrato aquoso de Morus nigra L. da Paraiba.

Amostras Teor de PT (%) Teor de PT intra- Teor de PT inter-
dia dia
1 7,050 7,428 7,419
2 7,249 7,211 7,560
3 7,400 7,230 7,419
4 6,975 7,258 7,428
5 7,069 7,296 7,211
6 7,390 7,296 7,201
X + dp [DPR%0] 7,188 + 0,019 7,286 + 0,007 7,373+ 0,013
[2,3%] [0,87%] [1,56%]

x= média; dp=desvio padrdo; dpr= desvio padrdo relativo

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 15- Teor de polifendis totais (PT) obtidos nos testes intra-dia e inter-dia do
extrato aquoso de Morus nigra L. de Pernambuco

Amostras Teor de PT (%) Teor de PT intra- Teor de PT inter-
dia dia
1 2,638 2,610 2,478
2 2,590 2,667 2,610
3 2,600 2,393 2,676
4 2,695 2,657 2,468
5 2,657 2,386 2,456
6 2,638 2,468 2,506
x £ dp [DPR%0] 2,63 + 0,004 2,53+ 0,007 2,533+ 0,008
[1,11%] [0,87%] [2,45%]

x= média; dp=desvio padrado; dpr= desvio padrao relativo
Fonte: Dados da pesquisa

5.1.3.6.2.8 Exatidao

A exatidao é considerada um grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro,

da curva de calibracéo.
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Os extratos sdo amostras complexas e desconhecidas, de tal modo, que o método
de adicédo de padrdo € muito utilizado na determinacéo da exatid&o, ja que nédo é possivel
0 preparo do branco da matriz. Por isso, nas amostras foram acrescidas trés concentragdes
conhecidas do padrdo &cido galico com objetivo de utilizar o método mais adequado para
determinar a exatidao. Os resultados obtidos na tabela 16 e 17 permaneceram com valor
de limite para matrizes complexas entre 85 a 115%, esse valor consiste na relacdo
percentual entre a concentracdo real e a concentracdo determinada ap6s aplicacdo do
procedimento analitico, garantindo desta forma que o método proposto para quantificar
os compostos fendlicos a partir do extrato de Morus nigra L. da Paraiba e Pernambuco

sdo exatos. (Maroneze et al., 2014).

Tabela 16- Teor de polifendis totais obtidos no teste de exatidao do extrato da Paraiba e
seus respectivos percentuais de recuperagédo

Concentracdes Teor de PT Teor de PT obtido Recuperacgao
esperado (%) (%)
(EM + padréo)
(%)
Baixa 10,81 10,84 100,27
Média 12,78 13,09 102,42
Alta 14,30 14,02 98,04

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 17- Teor de polifendis totais obtidos no teste de exatiddo do extrato da
Pernambuco e seus respectivos percentuais de recuperagdo

Concentracdes Teor de PT Teor de PT obtido Recuperacao
esperado (%) (%)
(EM + padréo)
(%)
Baixa 5,73 5,65 98,60
Média 7,71 7,56 98,05

Alta 9,23 9,13 98,91

Fonte: Dados da pesquisa
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5.1.3.6.2.9 Robustez

A robustez é a capacidade do método proposto em resistir a pequenas variagdes
dos parametros analiticos. Considera-se que o método é robusto, quando ele ndo é afetado
por uma modificacdo pequena e deliberado em seus parametros, sem perder exatiddo e
precisao.

Assim, 0 método de quantificagdo dos compostos fendlicos foi considerado
robusto, pois quando as amostras foram expostas a luz, os resultados experimentais
apresentados na tabela 18 e 19, constatou valores de DPR menores do que 5% e a exatiddo
manteve-se no intervalor de confianca de 85 a 115%, ou seja, dentro das especificacdes

exigidas pela legislacéo.

Tabela 18- Médias dos teores fendlicos totais obtidas no teste de robustez do extrato de
Morus nigra L da Paraiba.

Amostras Teores de compostos fendlicos x + dp
[DPR%]
Com presenca de luz 7,261 + 0,003 [0,41]
Sem a presenca de luz 7,132 £ 0,019 [2,34]

x= média; dp=desvio padrdo; dpr= desvio padréo relativo

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 19- Médias dos teores fendlicos totais obtidas no teste de robustez do extrato de
Morus nigra L de Pernambuco.

Amostras Teores de compostos fendlicos x + dp
[DPR%]
Com presenca de luz 2,610 + 0,002 [0,73]
Sem a presenca de luz 2,865 = 0,006 [1,79]

x= média; dp=desvio padrdo; dpr= desvio padrao relativo
Fonte: Dados da pesquisa

5.1.3.3.6.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fenolicos sdo constituintes antioxidantes que sdo eficazes nos

alimentos e nas amostras vegetais e tém sido apontados como 0s principais compostos
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fitoquimicos das folhas de amoreira, com propriedades bioldgicas comprovadas ((Chung
et al., 2013; Hunyadi et al., 2013).

Portando, apds a metodologia descrita para quantificagdo dos compostos
fendlicos ser validada, realizou-se a quantificacdo do teor dos polifendis totais para 0s
extratos provenientes da Paraiba e Pernambuco escolhidos a partir do planejamento
fatorial fracionado, cujo os resultados estdo expressos na tabela 20.

O conteudo de fendis totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e
expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra seca.
Analisando os resultados obtidos, foi observada uma diferenca significativa na

quantidade de polifendis totais entre os dois estados.

Tabela 20- Teor de compostos fendlicos totais (PT) dos extratos de Morus nigra L

Amostra PT mg de EAG/ g de amostra (x =
dp)
EA2PE 3,424 + 0,02
EA4PB 7,05+ 0,01

Valores foram expressos média + d.p (n=3); EAG = equivalentes de acido galico

Fonte: Dados da pesquisa

. A maior concentragdo de fendlicos consistiu do extrato obtido da Paraiba com
7,05 mg de &cido galico/g de amostra seca, enquanto o extrato obtido de Pernambuco foi
de 3,42 mg de &cido géalico/ g de amostra seca. Essas diferengas podem ser atribuidas a
diferentes condicdes climaticas e ambientais (temperatura, solo, umidade) em que planta
cresce, entre 0s dois estados estudados. Porém, os resultados estdo de acordo com 0s
dados publicados por (Polumackanycz; Wesolowski; Viapiana, 2021), que a partir de
infusOes das folhas de Morus nigra L. obteve concentra¢des de 3,26 mg de EAG/ g de

amostra de seca.

5.1.3.6.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo produzidos durante diferentes processos metabolicos no corpo.
No entanto, a superproducao desses radicais resulta em estresse oxidativo que pode causar
varias doencas graves, como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, inflamacdes e
neurodegenerativas. Assim, atividade antioxidante é conhecido uma substéncia particular

que pode retardar e prevenir significativamente o processo de oxidacdo quando é



144

apresentado em baixa concentracdo em comparagdo com 0s substratos oxidaveis, sendo
assim, os antioxidantes conseguem combater os efeitos destrutivos aos danos causados
pelos radicais livres (Abu Bakar et al., 2022; Rubio et al., 2016b).

Nesse presente estudo, a capacidade dos diferentes extratos de sequestrar o radical
DPPH foi avaliado. Portanto, a capacidade antioxidante da amostra de teste foi
determinada pela quantidade de conversdo da solucdo de DPPH instavel (cor purpura)
reduzido para a forma estavel difenil-picril-hidrazina (forma amarela) in vitro. A
capacidade dos antioxidantes de doar hidrogénio é considerada a causa de sua a¢&o sobre
0 DPPH, clareando sua cor e diminuindo sua absorbancia, essa diferenca na coloracao
possibilita a leitura da absorbancia, realizada em 517 nm.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos escolhidos no planejamento
fatorial sdo apresentados na tabela 21 e indicam a porcentagem de poder antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e sdo expressos na capacidade necessaria para obter a
inibicdo da atividade antioxidante do DPPH em 50% (ICsg), sendo melhor a atividade,

quanto menor o valor de 1Cso.

Tabela 21-Atividade antioxidante dos extratos das folhas de Morus nigra L.-

Amostra ICso inibigdo do radical Atividade antioxidante
DPPH (mg/ml) (%)

EAMnN PE 1,80 29,33 £0,014

EAMn PB 1,07 43,99 + 0,041

Fonte: Dados da pesquisa

Ambos os extratos das folhas podem eliminar o radical livre DPPH, provando que
possuem atividade antioxidante. Os resultados dos estudos revelaram que o0 extrato
aquoso obtido no estado da Paraiba (43,99%) teve a atividade inibitoria do radical DPPH
mais expressiva, comparado ao estado de Pernambuco (29,33%) (p>0,05). Os dados
apontam, que os extratos de Morus nigra L. obtidos na Paraiba evidenciam uma maior
capacidade de sequestrar radicais livres (IC50=1,07 mg/mL) comparada com a do extrato
obtido das folhas de Pernambuco (ICs=1,80 mg/mL), por menores concentra¢des do
extrato conseguirem reduzir pela metade o DPPH remanescente no sistema. Os resultados
apresentam conformidade com o estudo de (Dalmagro; Camargo; Zeni, 2017b) no qual,
observaram valores de atividade antioxidante em extratos aquosos de folhas de amoreira
preta de 1Cso de 1,25 mg/mL.
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Esse padrdo de resultado pode ser esperado, principalmente pelos teores de
compostos fendlicos dos extratos aquosos obtido na Paraiba serem maiores, ja que esses
compostos sdo conhecidos por serem fortes antioxidantes que permitem doar proétons,
eliminando espécies de radicais de oxigénio, bem como de metais quelatos (Abu Bakar
et al., 2022; Atanu et al., 2022). Além de que, tem-se sugerido que a maioria dos
compostos antioxidantes trabalham sinergicamente para gerar uma ampla gama de
atividade e que a presenca de diferentes compostos fenolicos, principalmente acidos
fendlicos e flavonoides, podem influenciar nos mecanismos que exibem na atividade de
eliminacdo dos radicais livres, pois s&éo compostos antioxidantes primordiais responsaveis
pela desativacdo de radicais livre, devido a sua capacidade de doar atomos de hidrogénio.
O que justifica a diferenca dessa atividade entre os extratos dos dois estados estudados,
ja que o processo de cultivo ou as condi¢des de extracdo sdo diferentes, embora, tenham
utilizado o0 mesmo solvente para ambos os extratos (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Kebal et
al., 2022b).

5.1.3 Consideracdes Finais

No processo de otimizacdo da extracdo, a variavel proporcdo droga:solvente surgiu
como uma das varidveis mais importantes devido a sua influéncia sobre as varidveis
dependentes, essa influéncia recaiu sobre as variaveis dos extratos obtidos nas duas
localidades.

Na andlise dos extratos padronizados por HPLC foram observados como principais
picos majoritarios o do &cido clorogénico, isoquercetina e rutina. Para o efeito das
varidveis de entrada sobre o teor de polifendis as variaveis temperatura e proporgdo
droga:solvente tiveram influéncia significativa sobre o teor de polifendis, sendo o teor de
ISO relatado como o Unico estatisticamente relevante. A maximizacdo para o extrato de
PE foi obtida no EaMn2 (temperatura= 70°; droga:solvente= 25:250; tempo 60 min) e
para o extrato da PB no EaMn4 (temperatura= 85°; droga:solvente= 25:250; tempo= 30
min) demonstrando condicdes étimas de preparo das solugdes extrativas por infusdo, bem
como comprovando), que condicdes de cultivo influenciam nas caracteristicas quimicas
das folhas. Dessa forma € imprescindivel a padronizacdo e otimizacdo do método
extrativo em plantas medicinais de interesse comercial.

Foi desenvolvido e validado ainda um método para quantificacdo de fenolicos totais

por espectrofotometria no UV-Vis, expressos em equivalente de acido galico. O método
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desenvolvido demonstrou ser linear, seletivo, exato, robusto e preciso quanto aos
subparametros de repetitividade e reprodutibilidade.

Obtendo, portanto, dados apresentados que confirmam que o extrato das folhas de
Morus nigra L. obtidos através do método de infusdo, apresentam atividade antioxidante
in vitro e devem ser considerados novas fontes de antioxidantes naturais em conjunto,
com outras plantas ricas em fenoélicos. Dado este, que servem como objeto de pesquisa,
visto que as plantas medicinais tém potencial para producdo de medicamentos,
cosméticos, nutracéuticos e afins.

Porém, mais estudos sdo necessarios para examinar o potencial o uso desses extratos
na prevencao ou tratamento de patologias onde o estresse oxidativo parece desempenhar
um papel importante. Embora, apesar de ser um estudo preliminar, este trabalho fornece

dados importantes para estudos posteriores.
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5.2 ARTIGO 2- DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA INCORPORACAO DO
EXTRATO AQUOSO DE Morus nigra L.

5.2.1. Introducéo

A crescente demanda pela utilizacdo de produtos naturais em diversos setores,
incluindo as induastrias alimenticias e farmacéuticas, esta atualmente impulsionando a
pesquisa cientifica em torno das plantas medicinais amplamente utilizadas pela cultura
popular. A folha de Morus nigra L., também conhecida como folha de amoreira-preta, é
uma parte da planta Morus nigra L., a qual é amplamente conhecida por seus frutos
comestiveis, as amoras-pretas. As folhas dessa planta também sdo de grande interesse
devido a presenca de compostos fendlicos (D’urso et al., 2020; Hao et al., 2022).

Os compostos fenolicos encontrados na folha de Morus nigra L. incluem diversos
tipos de polifendis, como flavonoides, antocianinas, acido clorogénico, quercetina e
rutina, entre outros. Esses compostos conferem varias propriedades benéficas a folha,
tornando-a valiosa para diferentes aplicacdes. Os flavonoides, por exemplo, s&o
conhecidos por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e potencialmente
cardioprotetoras (Chen et al., 2018; D’urso et al., 2020; Erden, 2021; Hao et al., 2022;
Talo Yildirim et al., 2019; Turan et al., 2017).

Com o objetivo de fortalecer a estabilidade e proteger a sensibilidade dos
compostos bioativos durante 0 processamento e armazenamento, as inddstrias de
alimentos e nutracéuticos tém adotado a tecnologia de nano/microencapsulacdo. Além de
oferecer protecdo contra condi¢des adversas durante o processamento e armazenamento,
0s compostos bioativos encapsulados permitem a entrega direcionada e a liberacao
controlada para um local ou aplicagéo especifica. Essa abordagem torna-se especialmente
vantajosa, pois garante uma maior eficacia e potencializa o impacto positivo dos
compostos encapsulados.

A encapsulacdo é um processo de empacotamento em particulas que envolve o
carregamento de compostos bioativos em matrizes, mantendo sua estabilidade quimica e
permitindo a liberagdo controlada no momento e taxa desejada. Essa técnica melhora a
estabilidade e a biodisponibilidade dos compostos ao reduzir sua reatividade com o
ambiente (agua, luz e oxigénio) e diminuir a evaporacdo ou a taxa de transferéncia para
0 exterior, protegendo-o0s contra oxidacao, fotélise e interagcbes com outros componentes
da formulacéo (De Conto et al., 2020; Massella et al., 2018).
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Os compostos a serem encapsulados sdo chamados de nucleo ou recheio, enquanto
0 material que forma as particulas € conhecido como encapsulante, cobertura ou parede.
As particulas encapsuladas podem ser classificadas como macro, micro ou
nanoparticulas, dependendo de seu tamanho. As nanoparticulas, por exemplo, sdo
particulas individuais com diametro menor que 1000 nm (Laller et al., 2020). Devido ao
seu tamanho reduzido, as nanoparticulas apresentam propriedades de liberacdo de
compostos bioativos mais eficientes, como aumento da solubilidade e tempo prolongado
de resisténcia no trato gastrointestinal, entre outras caracteristicas. Esses beneficios
tornam a encapsulagdo uma abordagem promissora para a aplicacdo de compostos
bioativos em diversas industrias, incluindo alimentos e nutracéuticos (Ferreira; Nunes,
2019Db).

Levando em consideracéo tais fatores, este estudo tem como objetivo desenvolver
e caracterizar nanoparticulas contendo compostos fenolicos a partir do extrato aquoso de

Morus nigra L.

5.2.2. MATERIAL E METODOS
5.2.2.1 MATERIAL

O polimero Eudragit® RL100 foi doado pela Evonik (Essen, Alemanha), o
tensoativo Pluronic® F-127 foi comprado da Sigma (St Louis, EUA), o Alcool
Polivinilico foi comprado da Quimica Contemporanea (Indaiatuba, S&o Paulo), o
diclorometano e acetona foi obtido da Neon Comercial Reagentes Analiticos (Suzano,
S30 Paulo), Agua ultrapura foi obtida pelo equipamento Milli Q water Ultrapure
Simplicity® (Merck, Darmstadt, Alemanha).
5.2.2.2 METODOS

5.2.2.2.1 Desenvolvimento e otimizacao de nanoparticulas

5.2.2.2.1.1 Modelo de triagem Planejamento Fatorial Fracionado

O desenvolvimento tradicional de formulacBes farmacéuticas geralmente é
baseado na alteracdo de uma variavel de cada vez, mantendo outras constantes, o que
requer tempo, energia e custo. O uso de DOE permite avaliar simultaneamente um grande
numero de variaveis em poucas analises experimentais, determinando os fatores mais

criticos no seu desenvolvimento.


https://www.google.com/search?sxsrf=AB5stBg7Nimce7LVL2CVv9sQtFaSFeQohQ:1691644621561&q=Essen&si=ACFMAn_Gd9OM2CPb2aZmeZqmDNcQe6dffWLqUS3eIZkPr91_p0KaWPkPW3kwa0p7Kz7krxEXICI6sqbBbruofGWGANEx-9q2Tf6bDrzF0wJaMk4UD_5D2dAxtLwN8ZdTLFFjbb1NQMikXBV1KrCE8Yv5w1ASnoI2yKUMejGwsMVeda_JLDVGMf0L3IdHylPMWoJMiXxjKXPk&sa=X&ved=2ahUKEwj0joSmq9GAAxWVqpUCHTmbBh0QmxMoAXoECFMQAw
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Assim, inicialmente, foram realizados experimentos preliminares para determinar
os principais fatores e faixas apropriadas que afetam significativamente no
desenvolvimento da formulacdo. Para isso, o método de Planejamento Fatorial
Fracionado foi aplicado, pois este projeto experimental é uma ferramenta de triagem util,
que reduz o numero de experimentos e determina variaveis influentes para otimizacao
adicional. O planejamento foi aplicado para os dois métodos de obtencdo de
nanoparticulas brancas, ou seja, sem a presenca do ativo, afim de determinar as variaveis

que influenciam significativamente na variavel resposta.

5.2.2.2.1.1.1 MODELO DE TRIAGEM PARA O METODO DE NANOPRECIPITACAO

Efeitos de oito fatores como: A= concentracdo do tensoativo (mg/mL); B=
concentracdo do polimero (mg/mL); C= frequéncia de sonicacdo (W); D= tempo de
sonicacdo (s); E= volume da fase aquosa interna (mL); F=volume da fase dispersante
(mL) e G= volume da fase organica (mL) e H= tipo de tensoativo foram avaliados
utilizando o planejamento fatorial fracionado com dois pontos centrais, gerando um total
de 18 experimentos, para as respostas Yi= indice de polidispersdo, Y.= tamanho de
nanoparticulas (nm) e Yz= potencial zeta (mV) testados como descrito na tabela 22. O
objetivo do planejamento é minimizar o indice de polidispersdo e o tamanho de particula,
e maximizar a estabilidade das nanoparticulas através do potencial zeta mais préximo ou
acima de +30 mV. A selecdo dos parametros significativos foi realizada com base em o
valor-p (< 0,05) obtido a partir da analise ANOVA do modelo para 0 modelo linear

equacoes.

Tabela 22- Niveis de desenho experimental para o método de obtencéo de
nanoparticulas por nanoprecipitacao

(Continua)
Variaveis independentes Nivel de variacéo
Cadigo Fatores -1 0 +1
A Concentracdo do 1 2 3
tensoativo (mg/mL)
B Concentracao do polimero 1,4 2,1 2,8

(mg/mL)

Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 23- Niveis de desenho experimental para o método de obtencéo de
nanoparticulas por nanoprecipitacao

(Concluséo)

Variaveis independentes Nivel de variacdo
Cddigo Fatores -1 0 +1
C Frequéncia do sonicador 40 60 80
(W)
D Tempo de sonicacao (S) 30 60 90
E Volume da fase aquosa 1,5 2,0 2,5

interna (mL)
F Volume da fase 8 10 12

dispersante (mL)

G Volume da fase organica 2 3,5 5
(mL)
H Tipo de tensoativo PVA - Pluronic®F-
127

Variaveis dependentes

Y1 = indice de polidispersao

Y2 = tamanho das nanoparticulas (nm)

Y3 = potencial zeta (mV)

5.2.2.2.1.2. Método de preparacdo das nanoparticulas por nanoprecipitacéo

As nanoparticulas foram preparadas através do método de nanoprecipitacdo
(figura 35) ou deslocamento do solvente usando diferentes proporcdes de polimero e
tensoativo, baseado por (Salatin et al., 2017) com pequenas modificacdes. Diferentes
quantidades de polimero Eudragit RL100 foram dissolvidas em acetona. O extrato aquoso
ou agua Mili-Q (para as nanoparticulas brancas) foi adicionada gota a gota com o auxilio
de uma seringa equipada com uma agulha (22G, 30x0,7mm didmetro interno) na solucéo
organica com 7cm de altura e velocidade de 0,5 mL/min, agitada a 500 rpm. Essa mistura
foi entdo adicionada a uma solucdo aquosa externa contendo tensoativo para estabilizacédo

da suspensdo. Em seguida a mistura foi homogeneizada através de uma sonda de
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ultrassom (Ecosonics® QR 800, Sdo Paulo) e deixada a temperatura de 25°C por 6h a

uma velocidade de 500 rpm para completa evaporacdo do solvente organico.

Figura 35- Fluxograma da obteng&o de nanoparticulas por nanoprecipitacdo
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Fonte: Dados da pesquisa

5.2.2.2.1.3 Modelo de triagem para o método de dupla emulsificacao

Os efeitos de nove fatores como: A= concentracdo do tensoativo (mg/mL); B=
concentracdo do polimero (mg/mL); C= frequéncia de sonica¢do (W); D= tempo de
sonicacdo (s); E= volume da fase aquosa interna (mL); F=volume da fase dispersante
(mL), G= volume da fase organica (mL), H= fase dispersante final (mL) e I= tipo de
tensoativo para as respostas Y1 = indice de polidispersdo, Y= tamanho de nanoparticulas
(nm) e Y3= potencial zeta (mV) foram testados como descrito na tabela 23, através de um
planejamento fatorial fracionado com 18 ensaios e dois pontos centrais. O objetivo do
planejamento é minimizar o indice de polidispers@o e tamanho de particula e maximizar
a estabilidade das suspensdes, através do potencial zeta esteja mais préximo ou acima de
+30mV. A selecdo dos parametros significativos foi realizada com base em o valor-p (<

0,05) obtido a partir da analise ANOVA do modelo para o0 modelo linear equacgoes.
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Tabela 24- Niveis de desenho experimental para o método de obtencéo de
nanoparticulas por dupla emulsificacdo do solvente.

Variaveis independentes Nivel de variacéo
Cadigo Fatores -1 0 +1
A Concentracao do tensoativo 0,5 0,75 1
(mg/mL)
B Concentracdo do polimero 4 4,5 50
(mg/mL)
C Frequéncia do sonicador (w) 30 45 60
Tempo de sonicacéo (S) 30 60 90
E Volume da fase aquosa 1,0 1,5 2,0
interna (mL)
F Volume da fase dispersante 10 17,5 25
(mL)
G Volume da fase organica 6 8 10
(mL)
H Volume dispersante final
(mL) 100 110 120
I Tipo de tensoativo PVA Pluronic®
F-127

Variaveis dependentes

Y1 = indice de polidisperséo

Y = tamanho das nanoparticulas (nm)

Y3 = potencial zeta (mV)

Fonte: Dados da pesquisa

5.2.2.2.1.4 Método de preparacgdo das nanoparticulas por dupla emulsificacdo

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de dupla emulsificacdo por
evaporacdo do solvente (A/O/A) desenvolvido por (Dillen et al., 2006) com pequenas
modificacBes. Brevemente, a fase organica foi preparada dissolvendo o polimero Eudragit
RL100 em diclorometano. A emulsdo primaria foi entdo preparada através da
emulsificacdo da fase aquosa, na fase organica usando uma sonda de ultrassom
(Ecosonics® QR 800, Sao Paulo) por 60s a 40w. A emulsdo resultante a/o foi entdo

vertida a uma solucao aquosa de alcool polivinilico ou Pluronic® F-127 gota a gota, com
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0 auxilio de uma seringa equipada com uma agulha (22G, 30x0,7mm diametro interno) e
sonicada para obter uma emulsdo mdaltipla a/o/a durante trés ciclos. A emulsédo foi entdo
diluida em solugdo de tensoativo de acordo com o método da otimizacdo a 0,3 % (p/v)
em agua, para minimizar a coalescéncia. O solvente organico, foi entdo evaporado sob
agitacdo magnética a 500 rpm por 6h a temperatura de 25°C como demonstrado através

do fluxograma da figura 36.

Figura 36- Fluxograma de obtencéo das nanoparticulas pelo método de dupla
emulsificacdo por evaporacdo do solvente
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Fonte: Dados da pesquisa

5.2.2.2.2. Ensaio de compatibilidade

Um ensaio de compatibilidade entre os componentes da formulacéo foi realizado
para triagem dos componentes que seriam usados no desenvolvimento das nanoparticulas
com o extrato. Uma analise, com os componentes da formulacdo através de misturas
binarias e misturas da formulacdo completa foi realizada por TG/DTG, e FTIR, de modo
a avaliar possiveis incompatibilidades entre os componentes. Alteracfes drasticas como
deslocamento, surgimentos ou desaparecimento de eventos térmicos, bem como

surgimento/desaparecimento de bandas no espectro do infravermelho comparados ao
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perfil original dos compostos isolados foram avaliados quanto a indicacdo de

incompatibilidades.

5.2.2.2.3. Design BOX-BEHNKEN para otimizacdo das nanoparticulas

Com base nos ensaios preliminares de triagem, o projeto Box-Behnken de 3
niveis, com 3 pontos centrais, levando a 15 experimentacdes aleatorias, foi empregado
para estudar o efeito de cada variavel independente em variaveis dependentes (tamanho
de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulac¢do), no
intuito de definir as interacGes dos principais fatores, bem como para otimizacdo da
formulacdo e os pardmetros de processo para a preparacdo de nanoparticulas de
Eudragit®RL100 carregadas com extrato de Morus nigra L.

Este projeto é adequado, pois explora um planejamento fatorial de trés niveis,
permitindo uma estimativa eficiente e econdémica dos coeficientes de primeira e segunda

ordem do modelo matematico ajustado, requerendo poucas combinacges de fatores.

5.2.2.2.3.1 Planejamento Box-Behnken para otimizacdo de nanoparticulas através da
nanoprecipitacao

A partir do planejamento de triagem, foi possivel compreender as variaveis
significativas que influenciavam na producdo das nanoparticulas e, portanto, foram
utilizadas durante a preparagdo com o objetivo de maximizar a resposta pretendida.
Assim, as nanoparticulas foram preparadas conforme descrito na se¢do 2.2.1.1.1.1
empregando o Eudragit®RL100 como polimero, acetona como solvente organico, extrato
aquoso como fase aquosa e Pluronic®F-127 como tensoativo. Sendo assim, foi utilizado
no preparo 2,5 mL da fase aquosa interna, 2 mL da fase orgéanica, 12 mL da fase
dispersante e 90 s de sonicagdo para homogeneizagdo, com uma poténcia de 40w.

Para otimizacdo das nanoparticulas contendo o extrato foram verificadas trés
variaveis independentes: concentracdo do polimero, concentracdo de tensoativo e
proporcao polimero/extrato. Para cada variavel foi atribuido um valor baixo, médio ou
alto (ver Tabela 24). O indice de polidispersdo, tamanho, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo das nanoparticulas foram selecionados como variaveis dependentes de
resposta. O objetivo da otimizacdo foi obter nanoparticulas com menor indice de
polidispersdo e tamanho, com maior carga positiva de superficie e maior eficiéncia de

encapsulacéo.
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Tabela 25- Niveis de desenho experimental para o método de obtencéo de
nanoparticulas por nanoprecipitacdo com extrato

Fatores Nivel de variagdo
-1 0 +1
Concentracao do polimero (% m/v) 0,7 1,4 2,1
Concentracéao de tensoativo (% m/v) 0,5 1,0 1,5
Proporcao polimero/extrato 7:1 10:1 13:1

Variaveis dependentes

Y1 = indice de polidispersao

Y2 =tamanho das nanoparticulas

Y3 = potencial zeta

Y4 = eficiéncia de encapsulacéo

Fonte: Dados da pesquisa

O modelo experimental mais adequado (linear, interacdo de dois fatores,
quadratico e modelos cubicos) foi avaliada estatisticamente de acordo com o coeficiente
de correlagdo multipla (R?) fornecido pelo software STATISTICA 10 (StatSoft®, Dell
Software, Round Rock, TX, EUA). Os efeitos dos modelos obtidos foram avaliados
analisando a estatistica significancia dos coeficientes usando ANOVA (p-valor 0,05).

A otimizagdo da formulacéo foi realizada, assumindo valores obtidos apds o perfil
do software STATISTICA10. O objetivo do estudo foi atingir: nanoparticulas com
tamanhos menores que 300 nm, minimizar o PDI, atingir o potencial zeta em torno

+30mV ou mais e maximizar a eficiéncia de encapsulagao.

5.2.2.2.3.2 Planejamento Box-Behnken para otimiza¢do de nanoparticulas através da
dupla emulsificacé@o por evaporacao do solvente

A fim de avaliar a correlacdo entre as respostas e os fatores durante o
desenvolvimento das nanoparticulas, maximizando a eficiéncia experimental com o
minimo namero de experimentos, um projeto BOX-BEHNKEN de trés niveis e trés

fatores foi aplicado.

As variaveis independentes selecionadas foram a quantidade do polimero, a
quantidade de surfactante e propor¢do polimero:extrato. Esses parametros e seus valores
mais baixos (-1), valores médios (0) e superiores (+1) foram selecionados com base em
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estudos de triagem anteriores para cada variavel. Outros parametros foram definidos
como niveis fixos. As respostas estudadas foram: Y1 = PDI, Y2 = didmetro médio da
particula, Y3 = potencial zeta (ZP), Y4 = eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados foram
estudados por meio da analise de variancia (ANOVA) e analise de regressao como

demonstrados na tabela 25.

Tabela 26- Niveis de desenho experimental para 0 método de obtencédo de
nanoparticulas por dupla emulsificacdo com extrato

Fatores Nivel de variacdo
-1 0 +1
Concentracéo do polimero (% m/v) 4,5 5,0 55
Concentracdo de tensoativo (% m/v) 0,25 0,5 0,75
Proporgao polimero/extrato (p/v) 10:1 15:1 20:1

Variaveis dependentes

Y1=indice de polidispersao

Y2 =tamanho das nanoparticulas

Y3 = potencial zeta

Y4 = eficiéncia de encapsulacéo

Fonte: Dados da pesquisa

Assim, as nanoparticulas foram preparadas conforme descrito na se¢édo 5.2.2.2.1
empregando o Eudragit®RL100 como polimero, diclorometano como solvente organico,
extrato aquoso como fase aquosa e Pluronic®F-127 como tensoativo. Dessa forma, foi
utilizado no preparo 2 ml da fase aquosa interna, 10 ml da fase orgénica, 10 ml da fase
dispersante, 100 ml de Pluronic®F-127 a 0,3% como fase final externa, utilizando 90s de
sonicacao para homogeneizagdo, com uma poténcia de 60w.

O modelo experimental mais adequado (linear, interagdo de dois fatores,
quadrético e modelos cubicos) foi avaliada estatisticamente de acordo com o coeficiente
de correlacdo multipla (R?) fornecido pelo software STATISTICA 12 (StatSoft®, Dell
Software, Round Rock, TX, EUA). Os efeitos dos modelos obtidos foram avaliados
analisando a estatistica significancia dos coeficientes usando ANOVA (p-valor 0,05).

A otimizacéo da formulacéo foi realizada, assumindo valores obtidos ap6s o perfil
do software STATISTICA®12. O objetivo do estudo foi atingir: nanoparticulas com
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tamanhos menores que 300 nm, minimizar o PDI, atingir o potencial zeta em torno

+30mV ou mais e maximizar a eficiéncia de encapsulagéo.

5.2.2.2.4 Avaliacdo analitica da formacdo das nanoparticulas

5.2.2.2.4.1 Determinacao do tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial
zeta

Foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido), com
angulo de incidéncia da luz de 90°, o tamanho médio, bem como o PDI foram analisados
por dispersdao dindmica de luz (DLS). As nanoparticulas foram diluidas com agua
ultrapura até atingir uma concentracdo adequada para medi¢do, ou seja, Kcps em torno
de 500, portanto as amostras foram diluidas a uma proporgéo de 1:10 para evitar dispersao
multipla. Cerca de 1 mL de amostra foi transferido para uma cubeta de poliestireno, a
medicéo foi realizada a 25°C, com angulo de deteccéo de 90° e comprimento de onda de
633nm. Ja o potencial zeta foi determinado por laser Doppler microeletroforese em um
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) usando o Equacdo de
Smoluchowsky a 25°C.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata com trés leituras verdadeiras para
cada amostra. Os resultados foram apresentados como média £ desvio padrao dos valores
obtidos.

5.2.2.2.4.2 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo dos polifenais totais nas diferentes formulacgdes foi
avaliada pelo método de Folin-Ciocalteu para quantificar o extrato livre na fase aquosa e
deduzir a quantidade do extrato encapsulado de acordo com método descrito por (Gali et
al., 2022) com algumas modificagfes. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por
40 min Daiki DTC-16000). Os obrenadante obtido foi filtrado através de filtros de PTFE
de 0,2 um (Acrodisc®, PALL Italia srl, Mildo, Italia). Os extratos livres foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme relatado na secdo 4.5.
Resumidamente, 250 pL da amostra foram misturados com 12,5 mL de &gua destilada, 5
mL de carbonato de sodio (20%) e 1,2 mL de reagente Folin Ciocalteu em um bal&o de
25 mL. A mistura foi vigorosamente agitada e incubada em temperatura ambiente por 30
min. A absorbancia da cor azul foi lida a 749 nm usando um espectrofotébmetro UV-

Visivel Shimadzu (Modelo UV mini 1240). Uma curva de calibracdo padrédo foi obtida
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contra diferentes concentracdes de extrato. Para levar em conta o efeito dos constituintes
das particulas a nanoparticula sem o extrato foram usadas como brancos.
Todas as analises foram realizadas em triplicata e a eficiéncia de encapsulamento

(EE%) dos compostos fendlicos encapsulados foi calculado usando a Equacdo 15:

Total dos compostos fendlicos nao incorporado
EE (%) = 100% - ( postos ] P

x100% (15)

Quantidade de compostos fendlicos inicial

5.2.2.2.4.3 Anélise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise morfologica das nanoparticulas foi realizada com o auxilio de um
microscopio eletronico de varredura (Shimadzu SS-550 com filamento de Tungsténio e
com acoplamento para EDS). As amostras foram fixadas em um suporte metalico com
auxilio de uma fita dupla-face de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro. A
visualizagéo foi realizada em aumentos de 300 a 2200 vezes, com uma voltagem de
excitacdo de 10 a 15 kV (Favaro; trindade; grosso, et al. 2002).

5.2.2.2.4.4. Determinacéo da estabilidade de armazenamento

As nanoparticulas contendo o extrato ou ndo foram divididas e armazenadas em
temperatura ambiente (30° + 2°C) e sob refrigeracdo (4° £ 0,5°C). Ao longo do periodo
de armazenamento, analises das propriedades fisico-quimicas foram realizadas em
intervalos de tempo pré-determinados (7, 15, 30, 45 e 60 dias), monitorando o diametro

médio, PDI e potencial zeta

5.2.2.2.4.5. Liofilizacao das nanoparticulas

Na Ultima etapa da obtengdo das nanoparticulas, ap6s a avaliacdo da viabilidade
tecnoldgica da preparacdo de nanoparticulas, e das vantagens em relagéo ao farmaco livre,
um estudo sobre a conversdo destas formulacGes em formas farmacéuticas solidas foi
realizado, objetivando a obtencdo de produtos secos redispersiveis, capazes de aumentar

a estabilidade fisico-quimica do ativo.

Assim, a liofilizacdo das nanoparticulas foi realizada no liofilizador L101
(Liobras, Brasil), que consiste principalmente de trés prateleiras dentro de uma camara,

um condensador a -45 *+ 5°C e uma bomba de vacuo. A pressdo do sistema ficou abaixo
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de 150 pHg. O equipamento utilizado na liofilizacdo forneceu boa estabilidade de
temperatura no condensador e presséo baixa, requisitos importantes durante o processo.

Para determinar os parametros ideias para o processo de liofilizacdo foram usados
diferentes crioprotetores (sacarose, maltodextrina e maltose) em diferentes concentragoes
(2; 2,5 e 3%) a fim de analisar o efeito da concentracdo do crioprotetor em relacdo a
quantidade de polimero (m/m). As condi¢cdes otimizadas consistiram no congelamento
das nanoparticulas em nitrogénio liquido (-196°C) por 4 minutos seguidos de 96 horas de
liofilizacdo. A fim de comparacédo, nanoparticulas sem a utilizagao de crioprotetor foram
liofilizadas e utilizadas como controle. Os liofilizados foram preparados em triplicata e
armazenados em dessecador, em frascos de vidro e ao abrigo da luz. As suspensdes foram
reconstituidas em agua sob leve agitacao e foram avaliadas o tamanho médio de particula
e PDI.

5.2.2.2453FTIR

O FTIR foi realizado entre os componentes da formulacéo e o crioprotetor para
avaliar a compatibilidade entre eles. Essa andlise é importante para verificar se 0s
componentes da formulacdo e o crioprotetor interagem de forma adequada e se ndo ha
reacOes indesejadas que possam comprometer a estabilidade ou eficacia das
nanoparticulas durante o processo de liofilizacdo. Alteracbes drésticas como
deslocamento, surgimentos ou desaparecimento de eventos térmicos, bem como
surgimento/desaparecimento de bandas no espectro do infravermelho comparados ao
perfil original dos compostos isolados foram avaliados quanto a indicacdo de

incompatibilidades.

5.2.2.2.45.2 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO

Ensaios de liberacdo do farmaco in vitro das nanoparticulas foram conduzidos de
acordo com a técnica de bolsa de dialise (LUAN et al., 2015). Membranas de dialise de
acetato de celulose com tamanho de poro de 12-14 KDa (SERVAPOR®, Alemanha)
foram embebidos em agua ultrapura 12h antes do ensaio. Para o teste, 2 mL da solucéo
do extrato e das nanoparticulas em dispersdo foram colocados, separadamente, na bolsa
de dialise selada em ambas as extremidades e entdo colocado em um béquer contendo 20
mL do meio de liberacdo, sob agitacdo de 100 rpm em banho-mariaa 37 + 1 °C. O ensaio
foi conduzido consecutivamente em diferentes meios, simulando a administragéo oral,

sendo 2h em tampdo HCI pH 1,2 (meio gastrico), e o restante em tampdo fosfato pH 6,8
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(meio intestinal) até o fim do ensaio. Em todos os estagios, 2 mL de meio de liberacédo
foi retirado nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 12h, 24h,
36h e 48h, e a mesma quantidade de meio fresco foi reposto para manter o volume
constante e as condigdes sink.

A solucdo de HCI 6M foi usada como zero para as analises, bem como as solugfes
tampé&o de cada etapa foram utilizadas como branco. As amostras foram quantificadas a
partir da determinacdo dos compostos fendlicos totais a partir da reagdo com Folin-
Ciocalteu devidamente validada, como demonstrado no capitulo 1. Os resultados foram
expressos pela porcentagem cumulativa de extrato liberada em func¢do do tempo, que foi
calculada baseada na quantidade total de extrato adicionada ao ensaio.

Um segundo ensaio de liberacéo foi realizado apds o processo de liofilizacdo das
nanoparticulas. Neste caso, as nanoparticulas liofilizadas foi redisperso em agua
ultrapura, na mesma quantidade presente antes da liofilizac&o, e 2 mL desta disperséo foi
utilizada no ensaio de liberacao, o qual seguiu 0 mesmo protocolo citado acima

A cinetica de liberacdo do farmaco foi estimada usando o DDSolver, a fim de
encontrar o modelo cinético mais adequado. Foram testados os modelos ordem zero,
primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e Hixon-Crowell. O
coeficiente de determinacéo (R?) e o coeficiente de determinaco ajustado (R? ajustado)

foram calculados para determinar o modelo de melhor ajuste.

5.2.2.2.4.53 CITOTOXICIDADE IN VITRO

A citotoxicidade em células de mamiferos foi determinada pelo método
colorimétrico baseado na reducdo dosal tetrazolium3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
difeniltetrazolium brometo (MTT) por células viaveis. As células da linhagem endoteliais
de veia umbilical humana (HUVEC-ATCC) foram soltos das garrafas de cultura,
colocados em placas de 96 pocos e incubados por 24 h a 37°C e atmosfera com 5% de
CO2. Apos esse tempo, 0s compostos (extrato de Morus nigra L., nanoparticulas branca
e nanoparticulas contendo o extrato) foram adicionados nas concentracdes de 1500 a
23,37 pug/mL incubados novamente por um periodo de 48h. Apdés a incubacdo foi
acrescentado 25 pL de a 5 mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubagéo por 2h, a
37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi
aspirado e 100 uL de DMSO foi adicionado por pogo para solubilizacdo dos cristais de
formazan resultantes da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbanciaa 570 nm
no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentragéo citotoxica
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para 50% da cultura (CC50) foi determinada por analise de regressdo pelo software

GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em sextuplicada.
5.2.2.2.45.4 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como a média de trés experimentos. As andlises
estatisticas para cada resposta do planejamento fatorial fracionado e Box-Behnken foram
realizadas no software Statistica® 12 (Stat-Soft®, Dell Software, TX, EUA, utilizando
regressdo doe minimos quadrados e ANOVA. Para o perfil cinético de liberacdo foi
utilizado o Microsoft Excel juntamente com a extensdo DD-Solver. Os resultados da
citotoxicidade foram tratados no software Graph Pad Prism (versdo 9.0, La Jolla, CA,
EUA), analisados com analise de variancia unidirecional, considerando valores de p<0,05

estatisticamente significativos.
5.2.3 Resultados e Discussdo

5.2.3.1 Otimizacdo das nanoparticulas poliméricas a partir do planejamento fatorial de
triagem

A otimizacao das NPs foi realizada a partir da utilizacdo de dois métodos de
obtenc¢éo: nanoprecipitacdo e dupla emulsificagdo por evaporagédo do solvente.

O método de nanoprecipitacdo é uma técnica simples, de baixo custo,
reprodutivel, utiliza-se poucos reagentes, obtém facilidade no controle do tamanho das
particulas, baixa contaminacdo da suspensdo resultante, no entanto, a nanoprecipitacdo
apresenta limitagGes significativas em termos de encapsulamento de moléculas
hidrofilicas, essa deficiéncia deve-se principalmente a baixa solubilidade dos compostos
hidrofilicos na maioria dos solventes orgénicos. (Bilati; Allémann; Doelker, 2005;
Massella et al., 2018; Xu, Jiang et al., 2019).

Enquanto que a dupla emulsificacdo por evaporacdo do solvente apresenta
vantagens incluindo a aceleragdo da formacéo de nanoparticulas, melhor seletividade do
produto, distribuicdo estreita do tamanho das particulas e alto rendimento. Porém, devido
ao elevado volume da fase aquosa utilizado na preparagéo, a obtencdo desse tipo de
sistema promove o risco de difusdo dos principios ativos para a fase aquosa, durante a
emulsificacdo, reduzindo a eficiéncia de encapsulamento, bem como a tendencia das
goticulas internas se coalescerem transformando-as em emuls@es Unicas. (Sanchez-Lopez
et al., 2018; Souto; Severino; Santana, 2012; Venugopal et al., 2016).



162

Baseado nas vantagens e desvantagens dos métodos escolhidos para obtencédo de
nanoparticulas, a modificacdo de parametros nas técnicas, causam mudangas cruciais nas
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, como tamanho, eficiéncia de
encapsulamento, entre outras. Por isso, 0 impacto desses parametros relacionado ao
processo, pode ser explorado a partir de um planejamento de experimento (DOE).

O DOE tem sido usado como uma abordagem poderosa para reduzir a variagdo
em um processo, entre varias abordagens de projetos, o planejamento fatorial fracionado
é usado para otimizar e avaliar os efeitos principais das variaveis. Seu uso é importante
em planejamento exploratérios, em que muitos fatores sdo considerados, e geralmente
sdo realizados nos estagios iniciais de um projeto, quando é provavel que muitos dos
fatores tenham influéncia ou nenhum efeito na resposta. Além disso, um pequeno numero
de experimentos é necessario para fornecer uma grande quantidade de dados.(Park et al.,
2013).

Sendo assim, o projeto de planejamento fatorial fracionado foi selecionado para
identificar os principais fatores que influenciam nas caracteristicas das nanoparticulas,
obtidas por nanoprecipitacdo e dupla emulsificacdo por evaporacdo do solvente. Os
fatores que ocasionalmente sejam considerados como significativos, serdo avaliados em

experimentos subsequentes.

5.2.3.2 Planejamento fatorial fracionado de triagem na obtencéo de nanoparticulas por
nanoprecipitacao

A escolha da nanoprecitacdo para obtencdo das nanoparticulas, deve-se a sua
relevancia citada na literatura na producgdo de nanoparticulas a partir de polimeros, além
de permitir producdo de pequenas nanoparticulas (100-300nm) com distribuicdo
unimodal, 0 método ndo requer taxa de cisalhamento estendidas, além disso, surfactantes
nem sempre sao necessarios e solventes organicos toxicos inaceitaveis geralmente nao
sdo utilizados no procedimento.(Dias et al., 2016; Oliveira et al., 2021) Porém, o método é
ideal naincorporacao de principios ativos lipossoluveis, pois a técnica basicamente requer
dois solventes misciveis (acetona e 4gua), em que o composto a ser incorporado é soltvel
na fase solvente (acetona), mas apresenta solubilidade muito limitada em agua (fase nao
solvente).

No entanto, pesquisas relacionam a incorporacdo de substancias hidrofilicas

nesses sistemas, fornecendo evidencias de que a nanoprecipitagdo também pode se
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estender para incorporacao de substancias hidrofilicas. (Bilati; Allémann; Doelker, 2005;
Massella et al., 2018; Yoo; Choi; Park, 2001).

Assim, nanoparticulas sem a presenga do extrato aquoso de Morus nigra L.
foram desenvolvidas pelo método de nanoprecipitacdo através de um planejamento
experimental fracionado, a fim de identificar fatores criticos para a sua producéo.

Por conseguinte, o planejamento foi criado por meio de analises estatisticas para
tornar o estudo mais robusto. Os fatores ana lisados nesse estudo foram: (X1) porcentagem
de tensoativo (m/v %), (X2) = porcentagem de polimero (m/v %), (X3) = frequéncia (W),
(X4) = tempo de sonicacéo (S), (Xs) = fase aquosa interna (mL), (Xe) = fase dispersante
(mL), (X7) = fase organica (mL), e por ultimo(Xs) = tipo de tensoativo, (PVA ou Pluronic
F-127) que foi o Unico fator categorico utilizado. Os resultados do planejamento para as
respostas (PDI, tamanho e potencial zeta) podem ser vistas na tabela 26.

Para a resposta PDI, na tabela 27 é apresentada os dados da ANOVA, juntamente
com os valores de p associados para o projeto da formulacdo. Os valores de PDI ficaram
na faixa entre 0,121 a 0,641 e o principal fator que influenciou esse parametro foi a
quantidade de polimero, a frequéncia utilizada no processo de sonicagdo, o volume da
fase aquosa interna, o tipo de tensoativo e as interacGes entre o polimero e o tipo de
tensoativo, bem como a interacdo entre o polimero e o tempo de sonicacao.

Os resultados podem ser comprovados através do valor p dos fatores abaixo de
0,05, que foi o nivel de significancia estabelecido no modelo. Além disso, pode ser
comprovada com base na estatistica F, em que Fcaiculado de todos os fatores citados
anteriormente € maior que Feriticio, que assume um valor de 161,4 através da tabela F de
distribuicdo ao nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita-se a hipétese alternativa
que pronuncia que os fatores analisados influenciam significativamente na resposta e
recusa-se a hipotese nula, onde afirma que nao ha correlacdo entre os fatores e variavel
resposta estudada.

Enquanto que para variavel resposta do tamanho de nanoparticulas os valores
ficaram entre 1154 a 346,4 nm. Porém nenhum fator estudado influenciou
significativamente na variavel resposta, como pode ser observado através da tabela X, por
meio dos valores de p maiores do que o nivel de significancia de 0,05, aceitando-se desta
forma a hipétese nula.

Ja para variavel dependente potencial zeta, os valores foram fortemente positivos
em todos os casos, variando entre 19,6 e 50,5 mV. Assim, fatores como a concentracao

do tensoativo, bem como o tipo de tensoativo e a interacdo entre a concentracdo do
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polimero e do tensoativo, influenciaram na resposta. Os fatores apresentaram valor p
menor que o nivel de significancia de 0,05, afirmando que ha correlagéo entre os fatores
significativos e a varidvel potencial zeta.

Através dos resultados, também é possivel concluir que ndo héa falta de ajuste no
modelo, para nenhuma resposta estudada, visto que o valor p € maior que nivel de
significancia considerado no modelo (0,05). Assim, aceita-se a hipotese nula, em que
discorre que ndo ha falta de ajuste no modelo e recusa-se a hipotese alternativa que
assume que ha falta de ajuste no modelo.

A fim de determinar se as varidveis influenciaram de forma sinérgica ou
antagonica sob a variavel resposta, o grafico de pareto € demonstrado através da figura
37. A linha vertical em vermelho € indicativa do limite de rejeicdo da hipotese nula, ou
seja, para as barras das variaveis dependentes que estiverem ap6s o limite, deve-se aceitar
a hipdtese alternativa e rejeitar a hipdtese nula, confirmando que para aquela resposta
especifica, os fatores influenciam significativamente na resposta.

Assim, com o objetivo de obter menores valores de indice de polidispersdo para
as nanoparticulas (Figura 37A), pois valores de PDI baixos (<0,3), indicam a formacéo
de sistemas monodispersos e nos fornece informagcbes sobre homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos do sistema. (Nemen; Lemos-Senna, 2011). Assim, os fatores
independentes como volume da fase aquosa interna e tipo de tensoativo foram
positivamente significativos, ou seja, a utilizacdo do maior nivel desses fatores estudados,
conseguem diminuir significativamente o indice de polidispersao.

Esse resultado € possivel ser compreendido, através do sinal do valor da estimativa
do efeito padronizado (ser positivo ou negativo), apesar dos valores estimados dos efeitos
para esses fatores serem negativos, como o objetivo do sistema € minimizar o indice de
polidispersdo, deve-se considerar o sinal contrario de cada fator significativo. Da mesma
forma, é possivel compreender que menores concentracdes de polimero, bem como a
menor poténcia de sonicacdo, conseguem diminuir significativamente o indice de
polidispersdo. Por isso, a utilizacdo do menor nivel para os fatores estudados deve ser

acatada.
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Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Experimentos X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 Xs Y1 Y2 Y3
1 1 14 40 30 15 8 2 PVA 0,238 2276 +39,9
2 3 1,4 40 30 1,5 12 5 Pluronic 0,327 346,4 +38,9
3 1 2,8 40 30 2,5 8 5 Pluronic 0,166 173,6 +49,0
4 3 2,8 40 30 2,5 12 2 PVA 0,641 1929 +19,6
5 1 1,4 80 30 2,5 12 5 PVA 0,182 2424  +32.3
6 3 1,4 80 30 2,5 8 2 Pluronic 0,121 266,7 +48,5
7 1 2,8 80 30 15 12 2 Pluronic 0,491 2254 +50,5
8 3 2,8 80 30 15 8 5 PVA 0,733 1154 +28,1
9 1 1.4 40 90 2,5 12 2 Pluronic 0,185 236,7 +40,2
10 3 14 40 90 2,5 8 5 PVA 0,209 2426 4211
11 1 2,8 40 90 15 12 5 PVA 0,440 196,0 +36,8
12 3 2,8 40 90 15 8 2 Pluronic 0,161 2420 +39,7
13 1 14 80 90 15 8 5 Pluronic 0,616 123,7 +31,7
14 3 1,4 80 90 1,5 12 2 PVA 0,446 207,2 +20,7
15 1 2,8 80 90 2,5 8 2 PVA 0,429 208,9 +40,6
16 3 2,8 80 90 2,5 12 5 Pluronic 0,254 180,2 +48,5
17 2 2,1 60 60 2,0 10 3,5 PVA 0,162 259,7 +31,6
18 2 2,1 60 60 2,0 10 3,5 PF-127 0,143 2439 +33,0

Xi=porcentagem de tensoativo (m/v %), Xo= porcentagem de polimero (m/v %), Xs= frequéncia (W), X4 = tempo de sonicacéo (s), Xs= fase aquosa interna (mL), Xe= fase

dispersante (mL), X;= fase orgénica (mL), Xs = tipo de tensoativo, Y1= PDI, Y= tamanho (nm), Y3= potencial zeta (mV).

Fonte: Dados da pesquisa
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PDI Tamanho Potencial Zeta
Fatores SS DF MS F p SS DF MS F P SS DF MS F p
X1 0,001 1 0,001 7,280 0,225 1582,05 1 1582,051 12,674 0,174 195301 1 195300 199,286 0,045
X2 0,061 1 0,061 340,055 0,034 805058 1 8050,576 64,497 0,078 97,516 1 97,515 99,505 0,063
X3 0,061 1 0,051 283595 0,037 5180,40 1 5180,401 41,502 0,098 15,406 1 15,405 15,720 0,157
X4 0,001 1 0,001 8,753 0,207 146498 1 1464,976 11,736 0,180 47,266 1 47,265 48,230 0,091
Xs 0,100 1 0,100 554,094 0,027 227,26 1 227,256 1,820 0,406 11,391 1 11,390 11,623 0,181
X 0,006 1 0,005 29,726 0,115 3212,06 1 3212,056 25,733 0,123 7,701 1 7,700 7,857 0,218
X7 0,002 1 0,002 16,006 0,155 218790 1 2187,901 17,528 0,149 11,056 1 11,055 11,281 0,184
Xs 0,062 1 0,062 344,185 0,034 1634,18 1 1634,181 13,092 0,171 727,651 1 727,650 742,500 0,023
X1Xa4 0,113 1 0,113 626,393 0,025 184,28 1 184,281 1476 0,438 18,706 1 18,705 19,087 0,143
X1Xs 0,000 1 0,009 50,263 0,089 862,89 1 862,891 6,913 0,231 3,151 1 3,150 3,214 0,323
X1Xe 0,0221 1 0,022 122,584 0,057 711,56 1 711556 5,700 0,252 4,306 1 4,305 4,393 0,283
X1X7 0,0006 1 0,000 2994 0,333 1202,36 1 1202,356 9,632 0,198 54,391 1 54390 55500 0,084
X1Xs 0,1113 1 0,111 617,113 0,025 9638,33 1 9638,331 77,217 0,072 258,406 1 258,405 263,679 0,039
Lackof 0,094 3 0,031 173,817 0,055 114074 3 3802,467 30,463 0,132 162,882 3 54,294 55402 0,098
Fit
Pure 0,000 1 0,000 124,82 1 124,820 0,980 10,9800
Error
Total SS 0,636 17 47671,03 17 1616,105 17

Xi1= porcentagem de tensoativo (m/v %), X,= porcentagem de polimero (m/v %), Xs= frequéncia (W), X4 = tempo de sonicacdo (s), Xs= fase aquosa interna (mL), Xs= fase

dispersante (mL), X7= fase orgéanica (mL), Xs = tipo de tensoativo, SS = soma dos quadrados, DF= graus de liberdade, MS= quadrado médio.
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Ao considerar as interacdes, € possivel observar que para a interacdo entre a
concentracdo de tensoativo e tipo de tensoativo, juntas influenciam positivamente na
variavel resposta PDI, de tal modo que se deve avaliar, que para a interacao ser positiva,
é necessario que os dois fatores sejam positivos ou que os dois fatores sejam negativos,
mas devido ao fato da variavel independente tipo de tensoativo isoladamente ser
significativa e influenciar positivamente na variavel resposta, sua interacdo favorece para
que ambas influenciem positivamente na varidvel resposta PDI. A mesma conclusdo é
dita para a interacdo entre a concentragdo de tensoativo e tempo de sonicacdo, porém
graficos mais especificos, como o de superficie, sdo mais Gteis para identificar de forma
tridimensional para determinar os valores de resposta desejaveis e as condi¢bes de
funcionamento.

J& no grafico de pareto para o tamanho das nanoparticulas (Figura 37 B), todos 0s
fatores isolados e com interacdo, ndo afetaram significativamente na variavel resposta,
como é possivel comprovar através da linha rejeicdo da hipotese nula, em que todas as
barras estdo a esquerda da linha.

Enquanto que para varidvel resposta potencial zeta (Figura 37 C), o objetivo
neste caso € maximizar a resposta, ja que valores maiores ou préximos de £30 mV é bom
um indicativo de estabilidade do sistema, pois quanto maior o valor do potencial zeta em
modulo, maior sera as forcas repulsivas e mais estavel serd o sistema, portanto, a
utilizacdo de menores concentracdes de tensoativo e a utilizagdo do Pluronic F-127, ou
seja, 0 nivel mais baixo da concentracao do tensoativo e o nivel mais alto do fator tipo de
tensoativo aumentam significativamente a variavel resposta (Bhattacharjee, 2016; Li et
al., 2016). Podendo ser comprovado, devido a variacao de sinal negativo e positivo para
os efeitos respectivos.

Ao estudar a influéncia das interacdes sob a respostas, através do grafico de
superficie visto na Figura 38, observou-se que para a resposta do PDI a interacdo
significativa entre a concentracdo do polimero e o tempo de sonicacdo, afim de obter
menores valores de PDI abaixo de 0,26, podem ser adquiridos, quando se diminui o tempo
de sonicagdo e utiliza menores concentragdes do tensoativo ou quando se emprega
maiores concentracdes de tensoativo e maiores tempo de sonicagéo,

Ja na figura 38- B, é possivel advertir que a medida que se aumenta a
concentracdo de tensoativo Pluronic F-127, € possivel obter valores de PDI abaixo de
0,21. Enquanto que para interacdo da resposta do potencial zeta (Figura 38 C), para a
mesma interacdo, € indicado que ao utilizar PVA (nivel mais baixo), deve-se empregar
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menores concentracfes de tensoativo afim de maximizar a resposta, enquanto que para
Pluronic F-127 (nivel mais alto), a medida que diminui a concentra¢do do tensoativo é
possivel obter potencial zeta maiores do que 38,9.

Sendo assim, é possivel concluir através do planejamento fatorial fracionado de
triagem, que variaveis influenciaram significativamente nas respostas estudadas e ao
considerar os dados apresentados anteriormente, foi obtido sistemas ideais, ou seja,
menores indice de polidispersdo e maior potencial zeta, quando 0s parametros
apresentados se encontraram em: maior volume da fase aquosa (2,5mL), menores
concentracOes de polimero (1,4% m/v), menores concentra¢des de tensoativo (1% m/v),
menor poténcia de sonicacdo (40W) e utilizando como tensoativo de escolha o Pluronic
F-127.



Figura 37- Graficos de pareto mostrando a significancia das variaveis (A) PDI, (B) tamanho de particula e (C) potencial zeta
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Figura 38- Grafico de superficie das varidveis para as respostas PDI (A e B) e potencial zeta (C).
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5.2.3.3. Planejamento fatorial fracionado de triagem na obtencao de nanoparticulas por
dupla emulsificacao

A técnica de evaporacdo do solvente é uma das metodologias mais utilizadas para
formulacdo de nanoparticulas poliméricas, o0 método basicamente depende da formacao
de emulsdes seguida de evaporacao do solvente organico.

A estratégia da emulsdo multipla (A/O/A), um dos exemplos da preparagdo de
emulsdes, € de incorporar principios ativos hidrossolGveis em uma fase aquosa interna da
emulsdo, aumentando desta forma a eficiéncia de encapsulacdo desses compostos. Porém,
esses sistemas sdo termodinamicamente instaveis e a técnica requer uma alta fonte de
energia, por isso fatores como tipo e concentragdo de estabilizador, a tensdo de
cisalhamento aplicada e a concentragdo do polimero, podem influenciar tamanhos de
particulas da fase dispersa, da mesma forma que o rapido processo de cisalhamento pode
influenciar na eficiéncia de encapsulacdo (Alenazi et al., 2022).

Sendo assim, a técnica de dupla emulsificacdo por evaporacdo do solvente foi
escolhida afim de obter NPs com caracteristicas 6timas para incorporacdo subsequentes
do extrato aquoso de Morus nigra L. Com esse objetivo, o planejamento fatorial
fracionado de triagem foi aplicado utilizando determinados fatores como: (Xi)
porcentagem de tensoativo (m/v %), (Xz2) = porcentagem de polimero (m/v %), (X3) =
frequéncia (W), (X4) = tempo de sonicagao (S), (Xs) = fase aquosa interna (mL), (Xe) =
fase dispersante (mL), (X7) = fase organica (mL), (Xg) = fase dispersante final (m/v %) e
(Xo) = tipo de tensoativo (PVA ou Pluronic F-127). Os resultados do planejamento para
as respostas (PDI, tamanho e potencial zeta) utilizadas como fatores dependentes podem
ser analisadas na tabela 28.

Realizou-se analise estatistica das variaveis e das intera¢cdes combinadas, a fim de
obter o melhor modelo estatistico. Observa-se na tabela 29 apresentada os dados da
ANOVA, juntamente com os valores de p associados para o projeto da formulacdo por
dupla emulsificacdo. Os valores de PDI ficaram na faixa entre 0,103 a 0,485 e os
principais fatores estatisticamente significativos para este parametro foram: porcentagem
do tensoativo, porcentagem do polimero, tempo de sonicacéo, fase final dispersa, tipo de
tensoativo e as interagdes entre porcentagem do polimero e frequéncia, porcentagem de
polimero e tempo de sonica¢do, porcentagem do polimero e fase aquosa interna e a
interacdo por trés fatores envolvendo a porcentagem de tensoativo, tipo de polimero e a

fase dispersante.



Tabela 29- Projeto de planejamento fatorial fracionado obtido para selecdo de fatores na obtencdo por dupla emulsificagéo
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Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Experimentos X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 Xs Xo Y1 Y2 Ys
1 0,5 4 30 30 1 25 10 100  Pluronic 0,242 296,0 +439
2 1,0 4 30 30 2 25 6 120 PVA 0,476 299,0 +38,0
3 0,5 5 30 30 2 10 10 120 PVA 0,371 3338 +44,3
4 1,0 5 30 30 1 10 10 100  Pluronic 0,201 260,7 +43,3
5 0,5 4 60 30 2 25 6 100 PVA 0,310 3352 +44,0
6 1,0 4 60 30 1 25 10 100  Pluronic 0,223 2505 +53,1
7 0,5 5 60 30 1 10 10 120  Pluronic 0,276 2159 +445
8 1,0 5 60 30 2 10 6 100 PVA 0,485 277,1 +47,6
9 0,5 4 30 60 1 25 10 120 PVA 0,456 4146 +45,6

10 1,0 4 30 60 2 25 6 100  Pluronic 0,254 280,2 +459
11 0,5 5 30 60 2 10 10 100  Pluronic 0,103 255,9 +52,6
12 1,0 5 30 60 1 10 6 120 PVA 0,220 2772 +46,4
13 0,5 4 60 60 1 10 6 120  Pluronic 0,248 198,2 +52,9
14 1,0 4 60 60 1 10 10 100 PVA 0,436 276,2 +50,4
15 0,5 5 60 60 1 25 6 100 PVA 0,235 315,1 +48,6
16 1,0 5 60 60 2 25 10 120  Pluronic 0,262 2145 +549
17 0,75 4,5 45 45 15 17,5 8 110 PVA 0,231 328,9 +48,1
18 0,75 4,5 45 45 1,5 17,5 8 110 PF-127 0,238 220,1 +50,1

Xi=porcentagem de tensoativo (m/v %), Xo= porcentagem de polimero (m/v %), Xs= frequéncia (W), X4 = tempo de sonicacéo (s), Xs= fase aquosa interna (mL), Xe= fase

dispersante (mL), X7;= fase orgénica (mL), Xs= fase final dispersa (mL), Xg = tipo de tensoativo, Y1= PDI, Y,=tamanho (nm), Y= potencial zeta (mV)

Fonte: Dados da pesquis
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Os resultados foram comprovados através do valor de p dos fatores abaixo de 0,05,
que € nivel de significancia estabelecido no modelo. Portanto, aceita-se a hipdtese
alternativa que pronuncia que os fatores analisados influenciam significativamente na
resposta e recusa-se a hipotese nula, onde afirma que ndo ha correlacéo entre os fatores e
variavel resposta estudada para os fatores abordados.

Para variavel dependente tamanho de particulas, os valores encontrados no
planejamento estdo na faixa de 198,2 a 414,6 nm. Porém, nenhum fator estudado durante
o planejamento influenciou significativamente na variavel resposta, observado, por meio
dos valores de p serem maiores que o nivel de significancia de p<0,05.

Ja para variavel dependente potencial zeta, os valores se encontraram 38 e 54,9
mV. Fatores como: porcentagem do polimero, frequéncia e sonicacdo, bem como as
interacdes entre porcentagem do polimero e a fase aquosa interna, influenciaram
significativamente na varidvel resposta. Fatores estes, que apresentaram valor p menor
que o nivel de significancia de 0,05.

Através dos resultados, também é possivel concluir que ndo ha falta de ajuste no
modelo, para nenhuma resposta estudada, visto que o valor p € maior que nivel de
significancia considerado no modelo (p<0,05) para Lack of Fit. Assim, aceita-se a
hipdtese nula, em que discorre que néo ha falta de ajuste no modelo e recusa-se a hipétese
alternativa que assume que ha falta de ajuste no modelo.

O gréfico de Pareto ordena a frequéncia das ocorréncias da menor para maior,
permitindo a priorizacdo dos problemas. Ou seja, o grafico de Pareto sugere qual a
variavel significativa dentro das condicGes avaliadas. Sendo assim, atraves da figura 38,
é possivel avaliar quais variaveis ou interacdes sdo significativas, bem como que niveis
do planejamento para determinado parametro é expressivo no estudo.

A variavel significativa, com maior influéncia sob a variavel resposta PDI (Figura
39 A) é o tipo de tensoativo utilizado no desenvolvimento da dupla emulsificagdo. Como
objetivo do planejamento é minimizar valores de PDI, visto que, sugere a homogeneidade
do sistema e quanto menor o valor obtido, maior o grau de homogeneidade da amostra,
deve-se considerar o sinal contréario do grafico em questdo. Sendo assim, a utilizagdo do
Pluronic® F-127, foi capaz de diminuir o PDI, quando comparada ao outro tipo de
tensoativo utilizado (PVA).



Tabela 30- Resultado da ANOVA modelo quadratico de nanoparticulas por dupla emulsificagdo
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PDI Tamanho Potencial Zeta

Fatores SS DF MS F p SS DF MS F P SS DF MS F p
X1 0,006 1 0,006 254,735 0,040 223020 1 2230,20 0,377 0,650 1,210 1 1210 9,680 0,198
X2 0,015 1 0,015 617510 0,026 158603 1 1586,03 0,268 0,696 20,702 1 20,702 165,620 0,049
X3 0,001 1 0,001 58939 0,082 876564 1 876564 1481 0,438 41,602 1 41,602 332,820 0,035
Xq 0,000 1 0,009 349,235 0,034 365,77 1 36577 0,062 0,845 50,410 1 50,410 403,280 0,032
Xs 0,003 1 0,003 123,469 0,057 144590 1 144590 0,244 0,708 12,960 1 12,960 103,680 0,062
X 0,002 1 0,002 77,235 0,072 759948 1 759948 1,284 0,460 10,890 1 10,890 87,120 0,068
X7 0,004 1 0,004 149,398 0,052 435,77 1 435,77 0,074 0,831 4,202 1 4202 33,620 0,109
Xs 0,004 1 0,004 180,500 0,047 110390 1 110390 0,187 0,740 14,823 1 14,823 118,580 0,058
Xo 0,087 1 0,087 3552,041 0,011 2219355 1 2219355 3,750 0,303 3,422 1 3422 27,380 0,120
X2X3 0,021 1 0,021 840,500 0,022 1691,27 1 1691,27 0,286 0,687 4,202 1 4202 33,620 0,109
X2Xa 0,027 1 0,027 1097,796 0,019 45,23 1 4523 0,008 0,944 17,640 1 17,640 141,120 0,053
X2Xs 0,008 1 0,008 326,949 0,035 195585 1 195585 0,330 0,668 56,250 1 56,250 450,000 0,030
X1XeXe9 0,008 1 0,008 310,124 0,036 31,83 1 31,83 0,005 0,953 5,367 1 5367 42,936 0,096

Lack of Fit 0,002 3 0,001 22425 0,154 1460,20 3 486,73 0,082 0,960 33,322 3 11,107 88,860 0,078

Pure Error 0,000 1 0,000 5918,72 1 5918,72 0,125 1 0,125

Total SS 0,196 17 56829,32 17 277,129 17

Xi1=porcentagem de tensoativo (m/v %), X,= porcentagem de polimero (m/v %), Xs= frequéncia (W), X4 = tempo de sonicacao (s), Xs= fase
aquosa interna (mL), Xe= fase dispersante (mL), X7= fase organica (mL), Xg= fase final dispersa (mL), Xo = tipo de tensoativo, SS = soma dos
quadrados, DF= graus de liberdade, MS= quadrado médio.

Fonte: Dados da pesquisa
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Da mesma forma, € possivel compreender que maiores concentracdes de
polimero, bem como maior tempo de sonicacdo, conseguem diminuir significativamente
o indice de polidisperséo. Por isso, a utilizacdo do maior nivel para os fatores estudados
deve ser acatada.

Ja a concentracdo do tensoativo e a fase final dispersa, niveis mais altos dessas
variaveis sdo capazes de obter menores valores de PDI. Ao considerar as interacdes, a
interacdo entre concentracdo do polimero e tempo de sonicacdo, influenciam
positivamente na variavel resposta PDI, de tal modo que, para a interacdo ser positiva, é
necessario que os dois fatores sejam positivos ou que os dois fatores sejam negativos, mas
devido ao fato dos dois parametros influenciaram positivamente isoladamente, sua
interacdo favorece para que niveis mais altos de ambas respostas influenciem para
diminuicdo do PDI. J& a interacdo entre porcentagem de polimero e frequéncia obtém
influéncia negativa na reposta, ou seja, 0 maior nivel da concentracdo do polimero e o
menor nivel utilizado na frequéncia de sonicacdo, sdo capazes de diminuir o PDI. Da
mesma forma ocorre para interacdo entre a porcentagem do polimero e a fase aquosa
interna, entdo, o maior nivel da concentracdao do polimero e menores quantidades de fase
aquosa interna, séo capazes de minimizar o PDI.

Ja na figura 39 (B) é possivel advertir, que todos os fatores isolados e com
interacdo, ndo afetaram significativamente na variavel resposta tamanho, como é possivel
comprovar através da linha rejeicdo da hipotese nula, em que todas as barras estdo a
esquerda da linha.

Enquanto que na figura 39 (C), o tempo de sonicacdo, concentracdo do polimero
e a frequéncia utilizada influenciam de forma positiva na variavel resposta potencial zeta,
portanto, niveis mais altos utilizados na obtencdo de nanoparticulas por dupla
emulsificacdo de acordo com o planejamento, sdo capazes de maximizar o potencial zeta.

Ao estudar a influéncia das interacfes sob a respostas, através do grafico de
superficie visto na Figura 40 (A), observou-se que para a resposta do PDI a interacdo
significativa entre a concentragdo do polimero e a frequéncia, a fim de obter menores
valores de PDI abaixo de 0,22, podem ser adquiridos, quando se diminui a frequéncia e
utiliza maiores concentragdes de polimero.

Ja na figura 40 B, é possivel advertir que a medida que se aumenta a concentracao
do polimero e maior tempo de sonicacéo € possivel obter valores de PDI abaixo de 0,21.

Enquanto que para interacdo da resposta da Figura 40 (C), maiores concentragdes do
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polimero e maiores volumes da fase aquosa interna é possivel obter maiores valores de
potencial zeta.

Sendo assim, é possivel concluir através do planejamento fatorial fracionado de
triagem, que variaveis influenciaram significativamente nas respostas estudadas e ao
considerar os dados apresentados anteriormente, foi obtido sistemas ideais, ou seja,
menores indice de polidispersdo e maior potencial zeta, quando o0s parametros
apresentados se encontraram nos niveis de: maior concentracdo de tensoativo (1 % m/v),
maior concentragdo de polimero (5 % m/v), maior frequéncia (60W) , nivel mais alto de
tempo de sonicagdo (90s), maior nivel de fase aquosa interna (2 mL), menor nivel da fase

dispersa final (100mL), utilizando como tensoativo de escolha o Pluronic F-127.



Figura 39- Graficos de pareto dupla emulsificacdo triagem (A) PDI, (B) tamanho de particula e (C) potencial zeta
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Figura 40- Grafico de superficie das varidveis de triagem por dupla emulsificacdo para PDI (A, B e C) e Potencial Zeta (D)
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5.2.3.4 OTIMIZACAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS COM EXTRATO DE
Morus nigra L.

5.2.3.4.1 Estudo de compatibilidade

A anélise térmica (TG) e espectroscopicas (FTIR) sdo ferramentas comuns e
poderosas para estudar a compatibilidade. Elas permitem a deteccdo de mudangas fisicas
e quimicas nos materiais, como fusbes, degradacdes, transi¢cGes de fase e interacbes
moleculares. Essas analises sdo fundamentais para uma melhor compreensdo da
compatibilidade dos componentes e para orientar o desenvolvimento de formulagdes mais
estaveis, eficazes e seguras de NPs como sistemas de liberacdo de medicamentos, pois as
incompatibilidades podem ocorrer quando ha reacbes quimicas entre o ativo e 0s
excipientes, o que pode levar a mudancas indesejaveis na estabilidade, biodisponibilidade
e eficacia do medicamento, bem como a possiveis efeitos téxicos no organismo. (Pires et
al., 2017; Wu et al., 2020).

5.2.3.4.1.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

A técnica espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) €
amplamente utilizada para a analise de misturas de componentes e avaliacdo de interacdes
quimicas entre eles. Essa técnica é uma ferramenta poderosa para identificar compostos
e investigar suas estruturas moleculares. No FTIR, um feixe de luz infravermelha é
passado atraves de uma amostra e a quantidade de luz absorvida em diferentes
comprimentos de onda € medida. Cada composto tem sua propria "impresséo digital” de
absorcdo de energia em funcdo dos comprimentos de onda, resultando em um espectro
caracteristico para cada substancia. Quando as misturas de componentes estdo presentes,
é possivel observar interacGes quimicas entre eles. Essas interagdes podem resultar em
mudangas significativas na forma e posicao das bandas dos espectros.(Chadha; Bhandari,
2014; Kaur; Thakur; Goswami, 2023)

Na figura 41 estdo representados os espectros de FTIR dos componentes da
formulacdo e suas misturas binarias e ternarias. Para o espectro do Eudragit® RL-100, as
bandas fortes foram facilmente reconhecidas nas regides das bandas de absorgédo em 1717
cm™ e 3436 cm™ atribuida a vibragéo do grupo carbonila (C=0) e grupos OH associados
respectivamente, que pode estar relacionada aos grupos éster no Eudragit® RL 100. Em
1141 cm e 1243 cm ! deve-se a vibragio de estiramento da carbonila dos grupos éster

do polimero. Em 2981 cm™ essa banda é geralmente associada as vibragdes dos grupos -
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CHj3 simétricos (metil) no polimero. Em 1389 cm™ essa banda pode estar relacionada a
vibragdes de grupos metileno (-CH>-). (Gandhi; Jana; Sen, 2014; Katata-Seru et al.,
2020). Ja no espectro FTIR do PF-127 exibiu picos de absorc¢do caracteristicos em 2872
cm "t (CH), 1100 cm vibragGes de alongamento C-O—C e 1337 cm™ (dobra no plano
OH), em 1460 cm™ sdo de vibragio de flexdo do grupo CHz e as bandas em 1344 e 1284
cm* estdo relacionadas as deformaces angulares deste mesmo grupo e séo consideradas
assinaturas de PF127 (Hardiansyah et al., 2022; Karolewicz et al., 2014).

Figura 41- Espectro de infravermelho das substancias isoladas, misturas ternarias e
mistura total.
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Fonte: Dados da pesquisa

Para o extrato seco obtido a partir da infusdo das folhas de Morus nigra L. o
espectro obteve banda larga e intensa em 3280 cm™ geralmente associada a vibrag@es de
grupos -OH (hidroxilas), o que pode indicar a presenca de compostos polares, como
acucares ou polifenois. Em 2926 cm™ banda pode estar associada a vibragdes dos grupos
-CH2 e -CHa de lipidios ou outros compostos alifaticos presentes nas folhas. Em 1300 e
1000 cm "t mostraram vibragdes de estiramento do anel de piranose e em 1043 cm™ pode
estar relacionada a vibragdes de grupos C-O e C-O-C presentes em agucares e outros

compostos polares. A absor¢do em 926 cm™ foi atribuida aos modos C-C, alongamento
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CO e COH, modos de deformacdo C-O-C dos modos oligo e polissacarideos. (Adiana;
Mazura, 2011; Hu et al., 2016; Kim et al., 2003; Walkowiak-Brddka et al., 2022).

Em todas as misturas ndo foi observado deslocamentos bruscos de bandas de
absorcdo, nem surgimento de novas bandas. Na mistura binaria entre Pluronic F-127 e
Eudragit® RL 100, por exemplo, a banda de absorcdo de 1460 cm™ esta presente tanto
no Pluronic F-127 isolado quanto na mistura binaria. 1sso sugere que essa banda nédo é
afetada pela presenca do Eudragit® RL100 e, portanto, ndo indica uma interacdo
significativa entre os componentes. Da mesma forma entre as misturas do
Eudragit®RL100 e extrato seco as bandas caracteristicas mencionadas anteriormente dos
componentes isolados foram admitidas a partir de suas misturas (3286 cm™* 2920 cm?,
1576 cm®, 1392 cm™, 1256 cm, 1039 cm™, 984 cm™ e 917 cm™). Na mistura ternaria,
foi possivel identificar as principais bandas dos trés componentes, uma banda larga em
3280 cm’1 caracteristica do grupamento hidroxila (OH) proveniente de grupamentos de
compostos polares esperado proveniente do extrato, em 2968 cm™ geralmente associada
as vibracGes dos grupos -CH3 simétricos em menor intensidade devido a menor
proporcdo dos componentes de Eudragit® RL100 e PF-127, ja em 1344 e 1280 cm
deformacdes angulares do grupo CH caracteristica do PF-127 foram identificadas.

5.2.3.4.1.2. Analise termogravimétrica (TG)

Neste estudo, as analises termogravimétricas (TG) foram empregadas para
investigar as variagfes nas perdas de massa durante eventos térmicos dos compostos
isolados, bem como em comparacdo com as misturas fisicas binarias e misturas totais.
Essas misturas totais incluiram todos os componentes usados para a obtencéo das NPs em
estudo apresentado na figura 42. A utilizagao de misturas fisicas binarias (compostas pelo
extrato e um unico polimero) e misturas totais (com todos 0s componentes presentes na
formulacdo das nanoparticulas) permite a andlise das interacdes especificas entre cada
componente e a identificacdo de possiveis efeitos sinérgicos ou antagonistas entre 0s
compostos (Igbal et al., 2013; Pires et al., 2017).

Como é possivel observar nas curvas TG dos compostos isolados, os polimeros
apresentaram-se com um evento principal de decomposic¢do, onde o Eudragit RL 100 e
Pluronic F-127, apresentaram-se com perdas graduais de massa a medida que 0s grupos
poliméricos se quebram e sdo liberados na forma de gases volateis de 90,4% entre 257-
420°C e 97,75% entre 300-430°C respectivamente (Abbas et al., 2023; Nguyen et al.,
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2019). Ja o extrato, demonstrou o primeiro evento térmico até 100°C (A=8,02%) e
segundo evento de decomposicédo a partir de 115-170°C (A=7,6%) e terceiro evento em
176-330°C com perda de 83,01%. Em todos foi possivel verificar a decomposicdo quase

completa das amostras (>90%).

Figura 42- Curvas de Tg das substancias isoladas, misturas binarias e ternarias
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Fonte: Dados da pesquisa

Ja em relacdo a misturas, mostra-se uma decomposi¢do que se iniciou em 285°C para
a mistura binaria entre o Eudragit RL 100 e Pluronic F-127 com perda de massa de 98%,
observa-se também que ndo houve uma decomposicao completa da mistura assim como
nos isolados. Enquanto que para mistura binaria do Eudragit RL 100 e extrato, a primeira
etapa de decomposicdo se iniciou em 176°C-306°C com perda de massa de 18% e o
segundo entre 315-482°C com perda de massa de 55%. O ultimo evento esta na faixa
esperada para decomposicéo do polimero e do polimero, isso indica que a decomposicao
do polimero estd ocorrendo na mesma temperatura em que ocorreria se 0 polimero
estivesse isolado.

Ja na mistura entre Pluronic F-127 e o extrato, o primeiro evento de decomposicao
se iniciou em 170°C até 294°C, com perda de massa de 15%, caracteristica da
decomposicdo do extrato isolado. J& 0 segundo evento se iniciou em 294°C-467°C com
perda de 59%, isso pode indicar que a mistura binéria est4 preservando a estabilidade
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térmica do polimero, e ndo ha interac@es significativas entre o extrato e o polimero que
afetem a sua temperatura de decomposicao.

Quanto as misturas dos polimeros com 0 extrato, as trés etapas de decomposicao
caracteristica da decomposigédo do extrato foram mantidas nas misturas, podendo indicar
que as misturas ndo causaram alteracdes significativas nas etapas de decomposi¢do do
extrato. Com o primeiro evento de decomposi¢do em 165-293°C com perda de 8% e o
segundo em 302- 497°C com 72% de perda de massa, com um ganho maior na massa
nessa faixa de temperatura devido as caracteristicas de decomposi¢do dos polimeros nessa
faixa. Para ambas misturas com o extrato houve uma primeira decomposicao antes dos

170°C, ou seja, hd uma certa protecdo fornecida pelo pluronic a matéria prima do extrato.

5.2.3.4.2 Planejamento Box- Behnken

Na nanotecnologia farmacéutica é frequentemente aplicado planejamentos
estatisticos para entender quais fatores relativos ao processo e a formulacdo afetam o
desenvolvimento de um dado nanossistema. Na literatura, por exemplo, sdo encontrados
diversos estudos destinados a otimizacdo de NPs (de Oliveira et al., 2021; Goswami et
al., 2022; Khan et al., 2023a; Shaikh; Kala; Nivsarkar, 2017).

Esses problemas podem ser resolvidos usando a metodologia de superficie de
resposta (RSM) e podem ser otimizados em muitas formulacdes de liberacéo de farmacos.
O RSM pode analisar maltiplas variaveis simultaneamente quando as interagdes de
fatores sdo complexas. O tipo de RSM mais comumente usados para analisar formulagdes
é 0 projeto Box-Behnken. Requer menos execuc¢des e menos tempo para trés variaveis
independentes do que outros designs, como o design composto central. (Battaglia;
Gallarate, 2012; Kraisit et al., 2017; Rahman; Zidan; Khan, 2010; Sood; Jain;
Gowthamarajan, 2014)

Além disso, fornece informac@es sobre os principais efeitos e as interacbes entre
varidveis independentes com base nas caracteristicas da formulacdo e minimizam
combinagbes de numeros de fatores, nas quais os efeitos sobre a resposta podem ser
comparados. Sendo assim, o planejamento experimental Box-Behnken foi proposto para
otimizacdo das NPs utilizando as duas metodologias propostas de obtencéo
(nanoprecipitacdo e dupla emulsificacdo) desenvolvidas baseada nos resultados do
planejamento de triagem. Essa caracterizacdo foi determinada utilizando parametros fixos

no desenvolvimento das nanoparticulas, com o objetivo de obter um sistema branco que
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estivesse dentro dos padrbes desejaveis, ou seja, tamanhos de particula inferior a 300 nm,
PDI inferior a 0,3 e potencial zeta acima de +30 mV (Khan et al., 2023b; Kraisit, 2019;
Kraisit; Sarisuta, 2018).

5.2.3.4.2.1 Otimizacao e analise estatistica de Box Behnken Design pelo método de
nanoprecipitacéo

Para incorporacgdo do extrato de Morus nigra L., foi realizado um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken com trés variaveis independentes (concentracdo do
polimero, concentracdo do tensoativo e proporcdo polimero/extrato) e trés niveis para
cada variavel: baixo, médio e alto. Utilizado para otimizar e estudar as interacdes e
efeitos, empregando como resposta o tamanho, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo das nanoparticulas. Os resultados do planejamento sdo demonstrados

através da figura 43 e tabela 31.

Figura 43- Nanoparticulas obtidas pela nanoprecipitagdo a partir do planejamento Box-
Behnken




Tabela 31- Matriz de planejamento Box-Behnken e respostas das nanoparticulas por nanoprecipitacao.
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Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Experimentos X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Y4
1 0,7 0,5 10:1 0,218 235,5 +21,1 54,75
2 2,1 0,5 10:1 0,302 178,2 +51,1 65,79
3 0,7 1,5 10:1 0,121 261,0 +39,2 24,29
4 2,1 15 7:1 0,308 221,3 +49,4 36,54
5 0,7 1,0 7:1 0,161 246,8 +30,1 62,73
6 2,1 1,0 13:1 0,352 288,0 +47,7 22,14
7 0,7 1,0 13:1 0,045 274,2 +41,4 89,39
8 2,1 1,0 7:1 0,205 257,9 +47,8 41,34
9 1,4 0,5 7:1 0,326 210,5 +14,6 88,51
10 1,4 1,5 7:1 0,290 227,6 +30,3 44,31
11 1,4 0,5 13:1 0,370 202,8 +20,2 71,75
12 1,4 1,5 13:1 0,254 255,5 +19,2 41,98
13 1,4 1,0 10:1 0,256 232,5 +28,2 50,21
14 1,4 1,0 10:1 0,217 250,8 +44.8 27,60
15 1,4 1,0 10:1 0,360 199,0 +42,3 19,13

Xi1=concentragdo do polimero (m/v %), X,= concentragdo do tensoativo (m/v %), Xs= propor¢do polimero e extrato (m/m); Y1= PDI, Y,=tamanho (nm), Y3= potencial zeta

(mV); Y4 =Eficiéncia de encapsulagio

Fonte: Dados da pesquisa
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Na tabela 32, é apresentado os dados obtidos na ANOVA. Se o modelo estiver
bem ajustado, a falta de ajuste terd a mesma intensidade dos erros aleatorios. Ou seja,
para um modelo aceitavel, a falta de ajuste ndo seré significativo (p>0,05). Sendo assim,
através dos resultados, é possivel identificar que o modelo utilizado na andlise, a fim de
otimizar as condi¢fes ideias das nanoparticulas incorporada com extrato utilizando o
método de nanoprecipitacdo, nao possui falta de ajuste, visto que, o valor de p é maior
que o nivel de significancia considerado no modelo (p<0,05). Por isso, aceita-se a
hipétese nula, em que discorre que ndo ha falta de ajuste no modelo e recusa-se a hipétese
alternativa, que assume que ha falta de ajuste no modelo para todas as respostas estudadas.

Neste trabalho, a unica variavel significativa obtendo como resposta o PDI foi a
concentracdo de polimero utilizada no planejamento. A partir do grafico de pareto na
figura 44 (A) é possivel observar, de que forma esse parametro influenciou na resposta,
sendo assim, como o objetivo do experimento, é diminuir o indice de polidispersao,
favorecendo sua homogeneidade, o menor nivel da concentracdo do polimero favorece
para este objetivo, ou seja, a utilizacdo de menores quantidades de polimero de acordo
com os parametros estabelecidos para producgédo de nanoparticulas por nanoprecipitacao,
é preconizado.

Portanto, esses resultados demonstram que a proporcao utilizada para producédo
das nanoparticulas foi capaz de ser suficiente para atingir a concentracdo critica de
nucleagdo. Por outro lado, o aumento do PDI com o aumento da concentragdo €
ocasionado, visto que o excesso de soluto no sistema leva a grandes precipitagdes, devido
a taxa de crescimento prolongada, promovendo dessa forma a instabilidade da formulacéo
(Torres-Flores; Nazende; Emre, 2019).

Enquanto que para resposta do tamanho (Figura 44 B), nenhuma variavel estudada
foi considerada significativa, da mesma forma para a variavel dependente eficiéncia de
encapsulacdo (Figura 44 D). Ja para variavel dependente potencial zeta (Figura 44 C) a
concentracdo do polimero de forma linear e quadratica e do tensoativo de forma
quadratica foram estatisticamente significativos. Os termos quadraticos nao sao
analisados como um aumento ou diminui¢do da variavel resposta, devido ao fato de os
resultados das mudancas dos efeitos dentro da variavel serem responsaveis pela curvatura

na superficie de resposta.



Tabela 32- Resultado da ANOVA de nanoparticulas por nanoprecipitacdo modelo Box-Benhken
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PDI Tamanho Potencial Zeta Eficiéncia
Fatores DF SS MS F p DF SS MS F p DF SS MS F p DF SS MS F p
X1 1 004 004 1131 0,02 1 649,8 649,80 0,98 0,367 1 51521 515205 11,25 0,020 1 678,78 678,78 0,89 0,389
X2 1 000 000 173 024 1 23943 239432 362 0115 1 12090 120,901 264 0,165 1 896,34 896,34 1,17 0,328
X3 1 000 000 19 0,22 1 38,3 38,28 0,06 0819 1 4,35 4351 0,09 0,770 1 234,04 234,04 0,31 0,604
X*X: 1 0,02 002 550 006 1 14178 1417,83 2,15 0,203 1 464,89 464,888 10,15 0,024 1 1546,15 1546,15 2,02 0,214
X*X2 1 000 000 134 029 1 1958,2 1958,19 2,96 0,146 1 330,02 330,023 7,20 0,044 1 4,96 496 0,01 0,939
Xs*X3 1 0,00 000 004 084 1 14323 143234 2,17 0,201 1 230,68 230,680 5,04 0075 1 681,09 681,09 0,89 0,389
X1*X,; 1 0,00 000 062 04 1 77,4 77,44 0,12 0,746 1 98,01 98,010 214 0,203 1 19,32 19,32 0,03 0,880
X*X3 1 0,00 000 0,06 082 1 826,6 82656 125 0314 1 31,36 31,360 0,68 0,446 1 41,73 41,73 0,05 0,825
X*X3 1 000 000 037 056 1 316,8 316,84 048 0519 1 69,72 69,723 152 0272 1 768,12 768,12 1,01 0,362
Erro 5 0,02 0,00 5 3303,3 660,66 5 229,07 45,815 0 3821,36 764,27
Lack 3 001 o000 064 0658 3 19232 641,06 093 0556 3 6887 2295 0,29 0835 3 1927,37 6424 0,68 0,642
of Fit
Pure 2 0,01 0,005 2 1380,1 690,06 2 160,21 80,10 2 18939 946,9 * *
Error
Total 14 0,12 14 127451 14 2169,6 14 8869,1
SS

.X1=concentragdo do polimero (m/v %), X,= concentracgdo do tensoativo (m/v %), Xz= proporcao polimero e extrato (m/v). SS = soma dos quadrados, DF=
graus de liberdade MS=quadrado médio

Fonte: dados da pesquisa



Figura 44- Grafico de Pareto planejamento Box-Behnken de nanoparticulas por nanoprecipitacdo
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Portanto, devido ao fato de a concentracdo do polimero apresentar uma forte
influéncia positiva linear, maiores concentracdes do polimero, promovem o aumento do
potencial zeta, fato este esperado, pois o polimero utilizado (Eudragit® RL100) para a
preparacdo das nanoparticulas apresentar-se catiénico. A presenca de grupos amonios
quaternarios na sua estrutura, é responsavel por sua carga positiva, como consequéncia,
0 aumento da quantidade dentro da formulacdo, apresentam uma carga superficial
fortemente positivo.

Enquanto que a concentracdo do tensoativo, apresentou uma forte influéncia
quadrética positiva sobre a resposta potencial zeta, significando que as concentracdes
medianas proporcionam maior aumento no potencial zeta, do que as condi¢des extremas,
principalmente as concentracdes que tendem a ser menores. Este fato também pode ser
explicado, pois surfactantes sdo adicionados na formulagdo para estabilizar
nanoparticulas e evitar aglomeracBes. A &rea de superficie crescente gerada por
nanoparticulas é coberta parcialmente ou completamente por surfactante, isso evita que
as nanoparticulas se coalesgcam, pois sdo agentes ativos que adsorvem nas interfaces e
estabilizam.

No entanto, o surfactante utilizado neste trabalho (Pluronic F-127) é do tipo ndo
ibnico, funcionando por impedimento estérico, portanto, sdo cadeias poliméricas
dissolvidos em agua que atuam como “molas” empurrando outras goticulas e impedindo-
as de coalescer. O papel do estabilizador Pluronic no entanto, é dar estabilidade estérica
as NPs, tornando o sistema coloidal menos sensivel ao variagdo da concentracdo de
eletrdlitos no meio, portanto 0 aumento do potencial zeta, devido sua maior concentracao,
indica mais estabilidade, pois particulas carregadas se repelem, superando a tendencia

natural das formula¢es em formar agregados.

Desta forma, a partir dos dados apresentados. o estudo de pré-formulacdo foram
fixados as concentracdes e parametros ideias para o desenvolvimento dessas
nanoparticulas. Uma vez, que as variaveis sdo transformadas em func¢des de conveniéncia
sdo combinadas em uma Unica funcdo desejabilidade, essa técnica consiste em encontrar
os valores dos fatores que otimizem uma ou mais respostas, ou no minimo as mantenham
em faixas desejaveis. Inicialmente, essa funcéo converte cada resposta yi em uma funcéo
individual de desejabilidade di que varia de 0<di <I. Através desse método, obtivemos

como condicBes 0s seguintes parametros: concentracdo do polimero (2,1%), concentragdo
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do tensoativo (0,69%m/v) e razdo entre a quantidade de polimero/extrato (12:1 m/v) que
obteve como resultado da otimizacdo, demonstrados atravées da tabela 33 e figura 45.

Tabela 33- Resultados da otimizacdo do planejamento Box-Benhken por
nanoprecipitacao

indice de Tamanho Potencial Eficiénciade Desejabilidade

polidispersao (nm) zeta encapsulacdo composta
(mV) (%)
Desejabilidade 0,194 £ 0,152 145,66 + 38,4+ 59,3+ 0,20 0,539
0,04 0,01

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 45- Nanoparticula obtida pela funcdo de desejabilidade a partir do planejamento
Box-Benhken por nanoprecipitacdo

Fonte: Dados da pesquisa

Porém, os resultados esperados a fim de maximizar as respostas através da fungdo
de desejabilidade ndo foram eficazes, principalmente devido ao baixo teor de
encapsulacdo dos compostos fendlicos. Nesse caso, os valores indicaram que algumas das
respostas estdo abaixo do desejavel, enquanto outras estdo acima do desejavel. Os dados
podem ser justificaveis devido a desejabilidade composta obter um valor de 0,5 ou seja,
distante de 1, que é mais desejavel para uma combinacdo de valores das varidveis de
entrada. Isso significa que a combinacdo das variaveis de entrada é moderadamente
desejavel, sendo assim, considerando os dados apresentados anteriormente e os resultados
obtidos a partir do planejamento experimental, a amostra que mais se enquadra para
maximizacao dos resultados é o experimento 7, onde a concentracdo do polimero foi de

0,7% (m/v), concentracdo de tensoativo 1% (m/v) e proporcao polimero/extrato de 13:1.
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5.2.3.4.2.2 Otimizacao e analise estatistica de Box Behnken Design pelo método de
dupla emulsificacéo.

No intuito de incorporar o extrato de Morus nigra L. em outro tipo de metodologia
de obtencdo das nanoparticulas, foi realizado o planejamento experimental do tipo Box-
Behnken com trés variaveis independentes (concentracdo do polimero, concentracdo do
tensoativo e proporcdo polimero/extrato) e trés niveis para cada variavel: baixo, médio e
alto, utilizando a dupla emulsificagdo seguido da evaporacédo do solvente. Utilizado para
otimizar e estudar as interacbes e efeitos, empregando como resposta o tamanho,
potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas. Os resultados do

planejamento sdo demonstrados atraves da tabela 34 e figura 46.

Figura 46- Nanoparticulas obtidas por dupla emulsificagdo a partir do planejamento
Box-Behnken

Fonte: Dados da pesquisa



Tabela 34- Matriz de planejamento Box-Behnken e respostas das nanoparticulas por dupla emulsificagdo
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Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Experimentos X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Ya
1 4,5 0,25 15:1 0,356 288,6 +46,6 90,28
2 55 0,25 15:1 0,175 177,8 +50,4 94,2
3 4,5 0,75 15:1 0,228 223.5 +51,1 92,1
4 5,5 0,5 15:1 0,219 203,2 +51,5 86,78
5 4,5 0,5 10:1 0,174 2344 +47,0 86,73
6 5,5 0,5 10:1 0,365 327,6 +46,6 92,66
7 4,5 0,5 20:1 0,311 2432 +53,6 95,90
8 5,5 0,5 20:1 0,266 275,4 +47,2 84,48
9 5,0 0,25 10:1 0,444 418,7 +49,2 98,26
10 5,0 0,75 10:1 0,202 252.6 +46,0 99,7
11 5,0 0,25 20:1 0,264 228.9 +46,0 97,84
12 5,0 0,75 20:1 0,226 223.9 +51,1 98,33
13 5,0 0,5 15:1 0,166 234 .4 +42.2 98,93
14 5,0 0,5 15:1 0,181 223.5 +49.,3 98,50
15 5,0 0,5 15:1 0,168 243,5 +47.,8 98,77

Xi=concentragdo do polimero (m/v %), X,= concentracdo do tensoativo (m/v %), Xs= proporcao polimero e extrato (m/m); Y1= PDI, Y,=tamanho (nm), Y= potencial zeta (mV); Y4

=Eficiéncia de encapsulagio
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Os resultados da ANOVA, a partir da tabela 35, permitem determinar se existe
uma diferenga estatisticamente significativa entre as médias das variaveis estudadas.
ANOVA fornece o valor de F e o valor de p, que é a probabilidade de que a diferenga
observada entre as médias das variaveis seja devida apenas ao acaso. Sendo assim, valor
de p baixo (<0,05) indica que a diferenca é estatisticamente significativa, ja um valor de
p alto (>0,05) indica que a diferenca ndo é estatisticamente significativa.

Portanto, de acordo com os dados proposta pela ANOVA e os graficos de pareto
a partir da figura 47, € possivel observar que todas as varidveis e interagfes estudas a
partir da resposta do PDI, com exce¢do da concentracdo de polimero de forma linear,
foram estatisticamente significativas. Ao observar o grafico é possivel predizer, que o
efeito da varidvel independente da proporcdo da concentracdo do extrato e polimero
adicionado na nanoparticula influencia positivamente na varidvel resposta, ja que o
objetivo do estudo € diminuir o PDI, isso significa que o efeito da variavel quadratica na
resposta PDI é curvilineo e que o PDI diminui inicialmente com o aumento da variavel,
mas que aumenta em valores mais altos. Nesse caso, 0 nivel que maximiza a resposta sera
0 ponto médio do intervalo da variagao da variavel independente.

Ja a concentracdo do tensoativo de forma linear € possivel obter menores valores
de PDI, ao adicionar maiores concentracdes de tensoativo no sistema. Da mesma forma,
o PDI diminui com o aumento da concentracdo do polimero adicionado. Esse fator pode
ser atribuido devido a estabilizagdo da interface nas nanoparticulas, pois os tensoativos
podem adsorver na sua superficie e estabilizar a interface entre as particulas e o meio
dispersante, reduzindo a tensdo superficial, facilitando a formacdo de particulas mais
uniformes, permitindo uma polidiperséo.

Enquanto as interagdes entre variaveis, foram estaticamente significativas, sendo
assim, a interacdo entre a concentracdo do polimero e a propor¢do entre o
polimero/extrato, demonstra que maiores concentracdes do polimero ou quando esta fica
no nivel intermediario do planejamento em relacdo a maiores propor¢ées entre o polimero
e extrato ou concentragOes intermediarias sdo capazes de diminuir o PDI, enquanto que,
ao se utilizar menores propor¢es de polimero/extrato € necessario diminuir a
concentracdo do polimero utilizado na formulacgdo, para minimizar o PDI. Ja a interacdo
entre a concentracdo do polimero e a concentragdo de tensoativo a minimizagéo do PDI
é possivel, a partir de concentracGes maiores ou intermediarias de tensoativo, com a

diminuigdo na concentracdo de polimero.



Tabela 35- Resultado da ANOVA de nanoparticulas por dupla emulsificacdo modelo Box-Benhken
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PDI Tamanho Potencial Zeta Eficiéncia
Fatores DF SS MS F p DF SS MS F p DF SS MS F p DF SS MS F p
X1 1 0000 0000 121 039 1 22,06 22,06 0,22 068 1 1,34 134 0,09 078 1 8,76 8,76 185,48 0,01
X2 1 0,006 0006 91,89 0,01 1 198,25 19825 198 029 1 1081 1081 0,77 047 1 238,76 238,76 5054,94 0,00
X3 1 0,007 0,007 113,71 0,01 1 2519,18 2519,18 25,12 0,03 1 0,97 097 006 082 1 1,36 1,36 28,89 0,03
X*X:1 1 0,006 0,006 102,76 0,01 1 21359 21359 213 028 1 0,70 0,71 0,05 084 1 1,09 1,09 23,25 0,04
X*X2 1 0,001 0,002 26,23 004 1 857395 857395 8551 0,01 1 10,35 10,35 0,73 048 1 0,08 0,08 169 0,32
X3*X3 1 0,014 0,014 216,74 000 1 7000,74 7000,74 69,82 0,01 1 0,18 0,18 0,01 0,92 1 0,17 0,17 369 0,19
X1*X> 1 0,007 0,008 120,28 0,01 1 235310 2353,10 23,47 0,04 1 775 7,75 055 053 1 12,24 1224 259,18 0,00
X*X3 1 0,013 0,013 209,90 0,00 1 930,25 930,25 9,28 0,09 1 9,00 900 064 050 1 7525 7525 1593,27 0,00
X*Xs 1 0,010 0,010 156,84 0,01 1 6488,30 648830 64,71 001 1 1722 1722 123 038 1 0,22 0,22 4,77 0,16
Lack 3 0,022 0,007 112,53 0,001 3 13973,53 4657,84 46,45 0,02 3 2348 782 056 069 3 1594 531 112551 0,00
of Fit
Pure 2 0,000 0,000 1,21 2 200,54 100,27 2 28,00 14,00 0,09 2 0,09 0,04 18548
Error
Total 14 0,100 14 46971,16 14 116,86 14 369,14 8,76
SS

Legenda: Xi- concentracdo do polimero (m/v %), X,= concentracdo do tensoativo (m/v %), Xs= proporcao polimero e extrato (m/v). SS = soma dos quadrados, DF= graus de liberdade MS=quadrado

médio

Fonte: Dados da pesquisa
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Ja a interacdo entre a concentracdo de tensoativo e a razdo do polimero/extrato, é
possivel diminuir o PDI quando se utiliza concentracGes de tensoativos intermediario com
0 aumento da concentracao do tensoativo ou concentra¢@es do nivel intermediério.

Enguanto que para varidvel resposta tamanho das nanoparticulas, a proporcdo
entre a concentracdo do polimero/extrato adicionado, indicam que menores proporcoes
foram capazes de diminuir o tamanho das nanoparticulas. Da mesma forma que para
variavel resposta PDI, concentracfes maiores de tensoativo promovem diminuicdo de
tamanho das nanoparticulas. J& a concentragdo do polimero adicionada, ndo interferiu
estaticamente no tamanho das nanoparticulas obtidas pelo método de dupla
emulsificacéo.

Na interacdo entre os fatores, foi possivel observar que concentracfes do ponto
médio da razdo do polimero/extrato induzindo para o nivel médio desta varidvel com o
aumento da concentracdo do polimero, € possivel obter menores tamanhos de
nanoparticulas. Ja a interacao entre a concentracao do polimero e de tensoativos, menores
concentracfes de polimero com o aumento da concentracdo do tensoativo, € possivel
diminuir o tamanho das nanoparticulas, uma possivel explicacdo seria a diminui¢do da
tensdo superficial das particulas, com uma tensdo superficial menor, a energia necessaria
para dividir as particulas em fragmentos menores também é reduzida, o que pode levar a
um tamanho menor das nanoparticulas, da mesma forma que menores concentracdes de
polimero, podem diminuir a viscosidade da solu¢éo, facilitando a formacéao de particulas
menores, pois uma solucdo de polimero de baixa viscosidade pode ser melhor dispersa
em meio aquoso externo com tamanho de glébulo fino do que uma solucéo de polimero
de alta viscosidade (Srikar; Rani, 2019)

Porém, a interacdo que envolve a quantidade de concentracdo de polimero e
proporc¢do polimero/extrato ndo foram estatisticamente significativos.

Para variavel resposta potencial zeta, nenhuma das variaveis estudadas no
planejamento experimental foram capazes de ser estaticamente significativa para
interferir no resultado do potencial zeta. Enquanto que para variavel resposta eficiéncia
de encapsulacdo, concentragcdes do ponto médio do polimero utilizada no planejamento,
sdo indicadas para 0 aumento da eficiéncia de encapsulacao, devido a variavel quadréatica
ter sido estatisticamente significativa. Enquanto que para concentra¢do do polimero,
menores proporcdes adicionadas sdo capazes de aumentar a eficiéncia de encapsulacéo,

da mesma forma que a concentracao de tensoativos.
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Uma possivel explicacdo para isso € que a reducdo na concentracdo de tensoativos
e polimeros pode resultar em uma menor interacdo entre esses componentes e 0 extrato,
0 que pode permitir uma maior disponibilidade de extrato para ser encapsulado nas
nanoparticulas. Alem disso, a diminui¢do na concentracdo de tensoativos e polimeros
pode resultar em uma maior porosidade da matriz polimérica da nanoparticula,
permitindo uma maior penetracdo do extrato na nanoparticula e, portanto, uma maior
eficiéncia de encapsulagéo.

J& as interagdes entre a proporcdo polimero/extrato e concentracdo do polimero
explicam que com o aumento da concentracdo de polimero e da sua razdo com o extrato,
aumenta-se a eficiéncia de encapsulacdo. Essa maior encapsulacdo, pode ser devido ao
tipo de polimero utilizado no desenvolvimento da formulacdo, Eudragit RL-100, visto
que, por se tratar de um polimero hidrofobico, quanto maior a hidrofobicidade do
polimero, maior a resisténcia para saida do extrato encapsulado para 0 meio aquoso
externo, resultando em maior aprisionamento. (Srikar; Rani, 2019; Szczech;
Szczepanowicz, 2020).

A interacdo por sua vez da quantidade de tensoativo e de polimero adicionada na
formulacdo, € explicada a maximizacgdo da eficiéncia, quando concentracdes de ponto
médio do polimero do planejamento e 0 aumento da concentracdo do tensoativo, foram
utilizadas.

Todas explicagdes abordadas entre as interagcdes dos fatores independentes em
funcgéo das respostas estudadas no planejamento significativas, sdéo melhores visualizadas
a partir dos gréaficos de superficie demonstrados a partir das figuras 48. Ja a interacdo
entre a concentracdo de tensoativo e a razdo do polimero/extrato, é possivel diminuir o
PDI quando se utiliza concentragdes de tensoativos intermedidrio com o aumento da
concentracdo do tensoativo ou concentragdes do nivel intermediario.

Enquanto que para varidvel resposta tamanho das nanoparticulas, a propor¢éao
entre a concentracdo do polimero/extrato adicionado, indicam que menores proporcdes
foram capazes de diminuir o tamanho das nanoparticulas. Da mesma forma que para
variavel resposta PDI, concentracfes maiores de tensoativo promovem diminuicdo de
tamanho das nanoparticulas. Ja a concentragdo do polimero adicionada, ndo interferiu
estaticamente no tamanho das nanoparticulas obtidas pelo método de dupla

emulsificacéo.
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Figura 47- Gréfico de Pareto planejamento Box-Behnken de nanoparticulas por dupla emulsificagdo

Gréfico de pareto para a variavel Potencial Zeta Gréfico de pareto para a variavel PDI
2LovaL 1109 Razé0 extrato(Q) 14,7222
Concentragdo polimero(Q) -,87894 ] 1Lby3L ‘ 14,48826
(3)Razéo extrato(L) -,859767 1 2Lby 3L -12,5237
1Lby3L ,8016883 ] 1Lby 2L ‘ 10,96727
1Lby2L -,744049 1 2)Concentracdo tensoativo(L) -10,6635
(1)Concentragdo polimero(L) -,310165 ] Concentragédo tensoativo(Q) ‘ -10,1372
(2)Concentragio tensoativo(L) 2636257 Concentragdo polimero(Q) "958599
Concentragio tensoativo(Q) -,224962 ] (3)Razédo extrato(L) 5,122372
Razdo extrato(Q) -,113582 | (WConcentracéo polimero(L) :| 1,100281
=05 p=,05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto) Estimativa do Efeito Padronizado (Valor absoluto)

Gréfico de pareto para a variav el Eficiéncia de Encapsulacao
Gréfico de pareto para variav el diametro

¥ ' Concentragdo polimero(Q) 71,094
(3)Razéo extrato(L) ‘9,247088
1Lby 3L 39,91583
Razéo extrato(Q) -8,35577
1Lby2L ‘—16,0993
2Lby3L ‘ -8,04415
4 i -13,6191
(2)Concentragio tensoativo(L) ‘-5,01239 (1)Concentragio polimero(L)
1Lby 2L ‘ 4.844346 (2)Concentragdo tensoativo(L) ‘ -5,37543
1Lby3L ‘3,045891 Concentragio tensoativo(Q) ‘-4,82238
Concentragdo tensoativo(Q) -1,45952 2Lby 3L 2,185593
Concentragéo polimero(Q) 1,406119 Razdo extrato(Q) 1,921018
(1)Concentragao polimero(L) ,4690974 (3)Razéo extrato(L) 1130143
p=,05 p=,05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto) Estudo do Efeito Padronizado (Absolute Value)
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Na interacdo entre os fatores, foi possivel observar que concentracfes do ponto
médio da razdo do polimero/extrato induzindo para o nivel médio desta varidvel com o
aumento da concentracdo do polimero, é possivel obter menores tamanhos de
nanoparticulas. Ja a interacdo entre a concentracao do polimero e de tensoativos, menores
concentracfes de polimero com o aumento da concentracdo do tensoativo, é possivel
diminuir o tamanho das nanoparticulas, uma possivel explicacdo seria a diminuicao da
tensdo superficial das particulas, com uma tensdo superficial menor, a energia necessaria
para dividir as particulas em fragmentos menores também é reduzida, o que pode levar a
um tamanho menor das nanoparticulas, da mesma forma que menores concentragdes de
polimero, podem diminuir a viscosidade da solucéo, facilitando a formacéao de particulas
menores, pois uma solucdo de polimero de baixa viscosidade pode ser melhor dispersa
em meio aquoso externo com tamanho de glébulo fino do que uma solugdo de polimero
de alta viscosidade. (Srikar; Rani, 2019).

Porém, a interacdo que envolve a quantidade de concentracdo de polimero e
proporc¢do polimero/extrato ndo foram estatisticamente significativos.

Para variavel resposta potencial zeta, nenhuma das varidveis estudadas no
planejamento experimental foram capazes de ser estaticamente significativa para
interferir no resultado do potencial zeta. Enquanto que para variavel resposta eficiéncia
de encapsulacgdo, concentracfes do ponto médio do polimero utilizada no planejamento,
sdo indicadas para 0 aumento da eficiéncia de encapsulacdo, devido a variavel quadratica
ter sido estatisticamente significativa. Enquanto que para concentracdo do polimero,
menores proporcdes adicionadas sdo capazes de aumentar a eficiéncia de encapsulacao,
da mesma forma que a concentragao de tensoativos.

Uma possivel explicacdo para isso € que a redugdo na concentracdo de tensoativos
e polimeros pode resultar em uma menor interacdo entre esses componentes e 0 extrato,
0 que pode permitir uma maior disponibilidade de extrato para ser encapsulado nas
nanoparticulas. Além disso, a diminui¢do na concentracdo de tensoativos e polimeros
pode resultar em uma maior porosidade da matriz polimérica da nanoparticula,
permitindo uma maior penetragcdo do extrato na nanoparticula e, portanto, uma maior
eficiéncia de encapsulacéo.

Ja as interacOes entre a proporcdo polimero/extrato e concentracdo do polimero
explicam que com o0 aumento da concentragdo de polimero e da sua razdo com o extrato,

aumenta-se a eficiéncia de encapsulagéo. Essa maior encapsulacéo, pode ser devido ao
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tipo de polimero utilizado no desenvolvimento da formulacdo, Eudragit RL-100, visto
que, por se tratar de um polimero hidrofébico, quanto maior a hidrofobicidade do
polimero, maior a resisténcia para saida do extrato encapsulado para 0 meio aquoso
externo, resultando em maior aprisionamento.(Laller et al., 2020; Srikar; Rani, 2019).

A interacdo por sua vez da quantidade de tensoativo e de polimero adicionada na
formulacéo, € explicada a maximizacao da eficiéncia, quando concentracdes de ponto
médio do polimero do planejamento e 0 aumento da concentra¢do do tensoativo, foram
utilizadas.

Todas explicagdes abordadas entre as interagbes dos fatores independentes em
funcéo das respostas estudadas no planejamento significativas, sdo melhores visualizadas

a partir dos gréaficos de superficie demonstrados a partir das figuras 48 e 49



Fonte:

Dados da pesquisa

Figura 48- Gréficos de superficie das interacOes entre as variaveis independentes para resposta PDI.
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Figura 49- Gréficos de superficie das interacOes entre as variaveis independentes para resposta tamanho
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Fonte: Dados da pesquisa



Figura 50- Graficos de superficie das interacdes entre as variaveis independentes para resposta eficiéncia de encapsulacéo

Fonte: Dados da pesquisa
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Ao realizar o experimento com varios fatores, como estudado, para otimizar as
condigdes para obtencdo de nanoparticulas por dupla emulsificagdo, pode-se desejar a
minimizacdo do PDI e tamanho e a maximizacdo do potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo. Sendo assim, a anélise de desejabilidade permite combinar essas medidas
em uma unica medida que representa a desejabilidade global da combinacéo de fatores,

levando em consideracéo todas as caracteristicas relevantes.

O valor da desejabilidade composta é uma medida que reflete a desejabilidade
global de uma combinacdo de niveis de fatores em um experimento, sendo assim, foi
adquirido a otimizacdo da combinacdo dos fatores estudados a fim de obter melhores
condi¢Bes para aquisicdo de nanoparticulas por dupla emulsificagdo. Através desse
método, obtivemos como condi¢fes 0s seguintes parametros: concentracdo do polimero
(4,66% m/v), concentracdo do tensoativo (0,75% m/v) e razdo entre a quantidade de
polimero/extrato (16:1 m/m) que obteve como resultado da otimizacdo, demonstrados
através da tabela 36 e figura 51.

Tabela 36- Resultados da otimizagdo do planejamento Box-Benhken por dupla
emulsificacdo

indice de Tamanho Potencial Eficiénciade Desejabilidade

polidispersao (nm) zeta encapsulagdo composta
(mV) (%)
Desejabilidade 0,159 + 0,03 176,6 £ 352+ 93,46 0,89
0,03 0,02

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 51- Nanoparticula obtida pela funcéo de desejabilidade a partir do planejamento
Box-Benhken por dupla emulsificagéo.

Fonte: Dados da pesquisa
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A partir dos resultados obtidos, é possivel advertir que a combinacdo desses
fatores promove uma desejabilidade composta proxima a 1, indicando uma combinagéo
de fatores totalmente desejavel, sendo comprovado através dos valores almejaveis para
PDI, tamanho, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagdo. Sendo assim, sera a

formulacdo de escolha para seguir com 0s préximos experimentos.

5.2.3.4.3. Estabilidade das nanoparticulas

Para investigar as variacdes nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas
ao longo do tempo e em diferentes condi¢des de armazenamento, conduzimos um ensaio
de estabilidade, no qual foram determinados o didmetro médio, o PDI e o potencial zeta
ao longo de um periodo de 60 dias, com armazenamento tanto sob refrigeracdo quanto
em temperatura ambiente. Dessa forma, por meio deste estudo, buscamos avaliar a
qualidade das nanoparticulas desenvolvidas e estimar uma tendéncia geral de estabilidade
em relacdo a temperatura, visando a identificacdo do local ideal de armazenamento.

As variagdes ocorridas durante o periodo de armazenamento nas diferentes
condigdes de temperatura estao dispostas graficamente na figura 52. Para a nanoparticula
sem farmaco as varia¢des de diametro médio foram significativas ao longo do periodo do
estudo no 60° dia, saindo de 177,5 0,02 nm nos pOs preparo para 204,2 + 0,24 sob
temperatura ambiente e 200 + 0,2 sob refrigeracdo. Enquanto que, ao comparar
nanoparticulas sob temperatura ambiente com o primeiro dia de estudo, o tamanho
diminuiu ao longo do tempo, com variages significativas a partir do 15° dia (p<0,05).

O PDI foi de 0,181 £ 0,001 no primeiro dia para 0,190 + 0,0002 sob temperatura
ambiente, para 0,170 £ 0,02 no dltimo dia da amostra congelada. Quando comparadas
durante todo o estudo de estabilidade, houve varia¢6es significativas no dia 7 (p<0,01),
30 (p<0,05) e 60° (p<0,01) em relacdo a temperatura divergente, mesmo assim, todas as
formulagdes mantiveram-se dentro do esperado, com PDI< 0,3 demonstrando sua
homogeneidade. J& quando se compara as nanoparticulas ap0s o preparo com a
temperatura ambiente ou refrigerada, ndo houve variac@es significativas com p>0,05 para
0 mesmo parametro.

Quanto ao potencial zeta a variagdo ocorreu de +54,1 £ 1,5 mV para 38,5 £ 0,2
mV sob temperatura ambiente, para 45 + 0,3 mV sob refrigeracdo no 60° dia com
observado através da figura 53. Entre as temperaturas, o potencial zeta s foi significativo,

apos 30° dia (p<0,01), da mesma forma quando se compara com a formulacdo inicial
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(p<0,01 para o 60° dia e p<0,05 para 30° e 45° dia), mesmo assim, o potencial zeta

manteve-se acima de 30 mV, promovendo a estabilidade da formulacao.

Figura 52-Grafico das variagdes de didmetro médio, PDI (A) e potencial zeta (B) da
nanoparticula armazenada sob temperatura ambiente
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Figura 53-Grafico das variagdes de diametro médio, PDI (A) e potencial zeta (B) da
nanoparticula armazenada sob refrigeracdo
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Em relagdo as nanoparticulas contendo o extrato, mesmo apos 60 dias, as

formulacBes mantiveram-se estaveis com diametro médio inicial de 200,4 = 3,1 nm,

chegando a 170 + 0,8 sob temperatura ambiente e a 220 £ 0,5 nm sob refrigeracdo, no

ultimo dia de analise. Ja o PDI iniciou com 0,187 + 0,002 e finalizou com 0,205 + 0,002
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sob temperatura ambiente e 0,163 = 0,0005 sob refrigeracdo. Quanto ao potencial zeta a
variacdo ocorreu de 49,2 £ 0,85 mV para 43 £ 0,5 mV sob temperatura ambiente e 38,5
+ 0,25 mV sob refrigeracdo. Ao comparar os dados entre as formulacdes em temperaturas
diferentes, os dados demonstraram que relagcéo ao PDI ndo houve variagdes significativas
nos resultados esperados, entre as temperaturas e os dias do estudo (p>0,1), ja o diametro
médio das nanoparticulas foi aumentado quando adicionadas sob refrigeracdo e com
significancia a partir de 30° dia de estudo (p<0,01) e comparada com a formulacéo inicial,
houve diminuicdes de tamanho com alteragdes significativas (p<0,05) a partir do 30° dia
sob temperatura ambiente. Ja sob refrigeracdo apenas o dia 15° obteve tamanhos
diferentes significativos comparados (p<0,01). Enquanto o potencial zeta foi diminuido
quando adicionadas sob refrigeracdo e as variacdes foram significativas a partir do 15°
dia de estudo (p<0,05).

Com base nestes dados, podemos afirmar que as nanoparticulas contendo o extrato
sdo estaveis quando preferencialmente sob temperatura ambiente e que os tamanhos
hidrodindmicos aumentam principalmente para nanoparticulas vazias. A refrigeracédo
pode afetar a estabilidade coloidal das nanoparticulas, influenciando o potencial zeta e a
tendéncia de agregagdo. Mudangas na temperatura podem alterar as interacGes entre 0s
componentes da formulacdo e as propriedades da interface das nanoparticulas, afetando
sua estabilidade ao longo do tempo. De qualquer forma, o estudo de estabilidade
demonstrou que a formulacédo estudada, apresentaram resultados satisfatdrios de potencial
zeta (acima de 30 mV), tamanho e indice de polidisperséo (abaixo de 0,3) indicando que
a formulacdo das nanoparticulas poliméricas foi bem-sucedida, mesmo sob condicdes
diferentes de temperatura. Isso sugere que a formulacao pode ser robusta o suficiente para
resistir a variagdes de temperatura e permanecer estavel, o que € um resultado promissor

para aplicacOes préticas.

5.2.3.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de avaliar morfologicamente as particulas obtidas nestes ensaios,
as amostras foram analisadas pela técnica de MEV. Esta técnica é uma importante
ferramenta utilizada na estratégia para caracterizacdo de nanomateriais dos mais
diferentes tipos e classes. Uma sonda varre com um feixe de elétrons a superficie da
amostra e a interacdo entre os elétrons e amostra gera diversos tipos de emissdo de

elétrons secundarios retroespalhados, auger e absorvidos, assim como de raios X
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caracteristicos e de catodoluminescéncia. A imagem é gerada em tons de cinza representa
0 mapeamento e a contagem de elétrons secundarios e retroespalhados emitidos pelo
material analisado (Koniuch et al., 2023).

As nanoparticulas encapsuladas com os compostos fenélicos demostraram que as
particulas tém uma forma esférica uniforme com uma superficie lisa e sdo distribuidas
uniformemente conforme figura 54 e 55°. Os tamanhos de particulas visualizados nas
imagens confirmam o tamanho obtido pela técnica de espalhamento de luz, anteriormente
descrita.

O formato esférico facilita o escoamento do material e os tamanhos variados as
particulas menores acomodam-se nos intersticios das maiores, facilitando acomodacéo

das particulas.

Figura 54-Microscopia Eletrénica de Varredura das nanoparticulas por dupla
emulsificacdo

1 pm EHT= 500kv  Mag= 10.00KX Signal A= InLens  Date :10 Mar 2023
I E WD = 37mm Pixel Size =1146 nm  Photo No. = 12503 Time :15:39:23

Fonte: Dados da pesquisa



209

Figura 55-Microscopia Eletrénica de Varredura das nanoparticulas por nanoprecipitacéo
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5.2.3.4.5. Liofilizacdo das nanoparticulas

A liofilizacdo € um procedimento industrial comum destinado a retirar a agua de
sistemas coloidais, incluindo lipossomas, nanoparticulas de ouro e nanoparticulas
poliméricas. Embora a liofilizacdo amplie a vida util de armazenamento para esses
sistemas, a preservacao da estrutura das particulas coloidais durante o congelamento e a
liofilizac&o requer o uso de crioprotetores devido as varias tensdes a que essas particulas
sdo submetidas (Fonte; Reis; Sarmento, 2016; Mahalingam; Krishnamoorthy, 2015b;
Picco et al., 2018; Safaryan et al., 2019)

Os crioprotetores desempenham um papel crucial na minimizacdo dos efeitos
adversos associados ao processo de liofilizacdo, sendo os polimeros naturais e de base
sintética os mais comumente empregados para esse fim. Dentre os crioprotetores naturais,
a trealose, sacarose, maltose, maltodextrina e lactose séo os mais amplamente utilizados
na crioprotecdo de nanoparticulas a base de polimeros. A eficicia desses aguicares como
crioprotetores esta diretamente relacionada a sua capacidade de formar um estado vitreo
tanto dentro quanto fora das nanoparticulas, além de estabelecer ligac6es de hidrogénio
com as porcdes na superficie das mesmas. Este efeito crioprotetor ou lioprotetor dos
acucares € atribuido & formacdo de uma matriz amorfa ao redor das nanoparticulas,
promovendo um espagamento entre as mesmas, evitando, assim, a agregacao durante o

congelamento, tornando-as ressuspendiveis
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Desta forma, visando melhorar a estabilidade e viabilizar a producdo de formas
farmacéuticas solidas para administracdo oral, as nanoparticulas foram submetidas ao
processo de liofilizacdo. Devido a influéncia do tipo e concentracdo de crioprotetores no
efeito de estabilizacdo, realizou-se uma comparagdo do efeito protetor de trés aglcares
em diferentes concentracdes na formulacado final. Durante o processo, observou-se que o
tipo e a concentracdo do crioprotetor influenciaram o tamanho das particulas e o indice
de polidispersidade.

Dentre os crioprotetores utilizados, o manitol obteve resultados insatisfatérios,
principalmente ao utilizar concentragbes maior ou igual a 2,5%, apresentando tamanhos
acima de 160 nm (quatro vezes maior) e PDI superior a 0,3, como apresentados na figura
56. Esses achados sugerem uma qualidade inferior no processo quando o manitol é

utilizado nessas concentraces.

Figura 56-Diametro e indice de polidispersdo das nanoparticulas liofilizados com
crioprotetores em diferentes proporcoes.
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J& quando as nanoparticulas foram submetidas a uma concentracdo menor do
crioprotetor (2 %) o PDI se manteve estavel, porém obteve o aumento do tamanho em
100 nm.

Uma teoria provavel é de que o manitol tenha cristalizado a partir da solugéo
aquosa congelada, promovendo a formacéo de cristais slidos dentro da matriz de gelo.

Esses cristais de manitol podem crescer e se expandir durante o processo de sublimacao,
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criando tensbes mecanicas nas nanoparticulas. Essas tensdes podem ser especialmente
prejudiciais para sistemas coloidais, como as nanoparticulas, pois podem resultar em
alteragdes na estrutura e no tamanho das particulas (Kumar; Mallik; Sarkar, 2017).

A mesma concentracdo quando empregada (maior ou igual a 2,5%) com outros
crioprotetores (sacarose e maltodextrina) durante a andlise da liofilizacdo, também
promoveu resultados abaixo do esperado (PDI acima de 0,3 e tamanhos superiores a 200
nm), o que pode ter propiciado a formagdo incompleta do revestimento vitreo ao redor
das nanoparticulas, facilitando a agregagdo e comprometendo a eficacia do processo de
secagem.

Ja os liofilos preparados com maltodextrina a 2% apresentaram resultados mais
proximos as caracteristicas das nanoparticulas em dispersdo antes da liofilizacdo (PDI
abaixo de 0,3 e tamanho entre 160-200nm) corroborando com dados da literatura que
parecem especialmente (teis para este proposito, devido a sua boa solubilidade aquosa,
baixa viscosidade e alta temperatura de transicdo vitrea que fornecem uma matriz vitrea
estavel. (Al-Qushawi et al., 2016; Degobert; Aydin, 2021; Magri et al., 2019; Soares et
al., 2013)

Enquanto ao potencial zeta, independente da concentracdo e do crioprotetor
empregado, as nanoparticulas se mantiverem com valores acima de 30 mV, como
demonstrado na figura 57. O potencial zeta € uma medida da carga elétrica na superficie
das nanoparticulas. Um maior potencial zeta indica uma maior estabilidade coloidal, ja
que as particulas carregadas se repelem, reduzindo a aglomeracéo.

Isso se deve, pois, os dissacarideos, como a sacarose, podem estabilizar melhor as
nanoparticulas devido a sua maior flexibilidade molecular e menor interferéncia estérica,
enquanto os polissacarideos, como a maltodextrina, podem proporcionar um melhor
isolamento das particulas devido a sua maior concentragdo com base na massa. Essa
maior massa molar dos polissacarideos significa que uma quantidade menor deles sera
necessaria para alcancar uma determinada concentracdo molar ou osmolaridade em
comparagdo com compostos de menor massa molar, como dissacarideos, desta forma
pode alcancar uma maior concentracdo com uma quantidade menor de material, 0 que
pode contribuir para um melhor isolamento das particulas durante a liofilizacao, ajudando

a preservar suas propriedades e estrutura (Trenkenschuh; Friess, 2021).
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Figura 57- Potencial zeta das nanoparticulas liofilizados com crioprotetores em
diferentes proporcdes
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Desta forma, dentre todas as amostras, as que usaram maltodextrina a 2%
apresentaram resultados mais proximos as caracteristicas das nanoparticulas em disperséo
antes da liofilizagcdo. Ao ser comparada com a nanoparticula controle (sem o uso do
crioprotetor) estas apresentaram, PDI acima de 0,3, com o tamanho duas vezes maior e
potencial zeta abaixo do esperado. Portando, o li6filo escolhido (crioprotecdo de
maltodextrina a 2%), apresentou didmetro médio de 190 nm, PDI 0,169 e PZ +35 mV e
seguiu com o0s experimentos posteriores. As nanoparticulas possuiram valores de
didmetro, PDI e PZ semelhantes a mesma formulagdo testada no planejamento
experimental, demonstrando sua reprodutibilidade, bem como a EE semelhante em torno
de 92,1%.

5.2.3.4.6. CaracterizacOes das nanoparticulas liofilizadas

5.2.3.4.6.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada De Fourier (FTIR)
Para confirmacdo da incorporacdo do extrato na matriz nas nanoparticulas, bem

como avaliacdo de interagbes e estabilidade fisico-quimica ap0s o processo de

liofilizacdo, foi realizado ensaio de espectroscopia no infravermelho, cujos graficos estao

apresentados na Figura 58.
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Figura 58- Espectro de infravermelho das substancias isoladas da liofilizacao e das
nanoparticulas brancas (Np Branca) e nanoparticulas contendo o extrato (NpMn)
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No espectro de FTIR da maltodextrina, observa-se, uma banda que se estende de
3000 a 3500 cm, que provavelmente se refere ao alongamento vibracional de ligaces
O-H, além de um conjunto de bandas na regido entre 900 e 1200 cm™, que se atribui a
ligacdo simétrica C-O-C das ligacdes de glicose da molécula da maltodextrina. E as
bandas de baixa intensidade por volta de 1643 cm™ pode ser atribuidas & vibragdo de
flexdo H-O no plano assim como uma banda em 1337 cm™, que se sugere a ligacéo
simétrica C-O-C das ligacGes de glicose da molécula da maltodextrina. (Magsoudlou et
al., 2020; Punitha; Uvarani; Panneerselvam, 2014; Sritham; Gunasekaran, 2017)

J& os espectros entre as nanoparticulas branca e a nanoparticulas com extrato,
possuem similaridade nas bandas, isso pode sugerir uma efetiva incorporagdo do extrato
na matriz polimérica da nanoparticula contendo o extrato. Além disso, a maltodextrina
utilizada como crioprotetor nas nanoparticulas apresentaram bandas adicionais (1419 e
1337 cm'Y), sugerindo que a maltodextrina desempenhou seu papel protetor durante esse
processo. Também é possivel observar o aparecimento em 1733 cm™ nas nanoparticulas,
que deve estar relacionado ao polimero utilizado. A banda em 1733 cm™ é geralmente
associada ao grupo carb6énico (C=0), por o Eudragit RL 100 ser uma resina acrilica que
contém grupos funcionais éster, esses grupos frequentemente apresentam bandas em
torno de 1733 cm™, portanto, a detecgdo dessa banda fortalece a evidéncia que o polimero
estd presente na matriz do material polimeérico em questdo. Ademais, a manutencao do

perfil do espectro dos compostos, sem deslocamentos nem surgimento de novos picos,



214

também confirmam a estabilidade fisico-quimicas dos sistemas obtidos. Dados isolados
dos componentes foram discutidos no topico 5.2.3.4.1.1 e podem ser utilizados para

proporcionar uma compreensdo mais aprofundada.

5.2.3.4.6.2. Estudo de liberagéo in vitro

Aliberagao in vitro ¢ um método utilizado para avaliar e estudar a taxa de liberagao
de substancias de uma forma controlada, simulando condi¢des laboratoriais que imitam
o ambiente bioldgico em fun¢do do tempo. Além disso, fornece informagdes sobre a
cinética de liberagao de substancias a partir de uma formulagao ou material especifico.

Essa técnica ¢ util para avaliar e otimizar a eficacia terapéutica de medicamentos,
bem como para entender e controlar a liberacdo de ingredientes ativos em produtos
farmacéuticos. Os resultados obtidos a partir desses estudos podem ser utilizados para
ajustar a formulacdo de medicamentos, determinar a velocidade de absor¢do de um
ingrediente ativo ou avaliar a adequacao de um produto para um determinado proposito.
Os métodos de didlise para determinar o perfil de liberagdo de farmacos tem sido
amplamente utilizado em sistemas poliméricos, para orientar o desenvolvimento da
formulagao, facilitando o controle de qualidade e no melhor dos casos, estabelecer a
correlagdo in vitro-in vivo da formulagao.

A escolha de Eudragit® RL 100 na produgao de nanoparticulas estabilizantes foi
realizada devido a sua capacidade de formar uma forte barreira contra a liberagdo de
compostos fendlicos ao longo do tempo e a sensibilidade do polimero ao pH, o potencial
para induzir uma liberagdo controlada como uma fun¢do da localizacdo no trato
gastrointestinal. A natureza anfifilica do polimero confere caracteristicas hidrofilicas e
hidrofobicas, resultando em diferentes propriedades de solubilidade em diferentes faixas
de pH. Eudragit® RL 100, ¢ composto principalmente por copolimeros de metacrilato de
metila, metacrilato de etila e trimetilamonioetil metacrilato de cloreto. Esses copolimeros
possuem grupos carboxila (-COOH) que sdo responsaveis pela resisténcia ao pH acido e
pela solubilidade em pH alcalino. Em condi¢des de pH acido, como no estdmago, as
moléculas do Eudragit® RL 100 apresentam-se na forma de sal insoluvel, devido a
interagdo entre os grupos carboxila e os ions hidrogénio presentes no meio acido. Essa
forma salificada do polimero torna-o praticamente insolivel em agua e impede a liberagao
do farmaco encapsulado (Dieng et al., 2020; Katara; Majumdar, 2013a; Ubrich et al.,
2005).
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No entanto, a medida que o pH aumenta, conforme o contetido do estdmago passa
para o intestino delgado, o ambiente torna-se mais alcalino. Nesse pH alcalino, os grupos
carboxila do Eudragit® RL 100 se dissociam dos ions hidrogénio, resultando em uma
forma neutra do polimero. Essa forma neutra ¢ hidrofilica e soliivel em dgua, permitindo
que o polimero se dissolva e libere o farmaco encapsulado para absor¢do no intestino
delgado (Senarat et al., 2023).

Essa absor¢do ¢ preferivel para os compostos fenolicos, ja que em condigdes
acidos os compostos podem sofrer modificac¢des estruturais devido a exposi¢do do acido
cloridrico presente no suco gastrico. Essas mudancas podem afetar sua solubilidade e
estabilidade, tornando-os menos disponiveis para absor¢ao. Além disso, o pH acido no
estbmago pode afetar a atividade de enzimas envolvidas na digestdo e absor¢dao de
compostos fendlicos. Algumas enzimas, como a beta-glicosidase, responsavel pela
quebra de glicosideos presentes nos compostos fendlicos, podem ter sua atividade
reduzida em pH 4cido. Isso pode limitar a liberacdo e a disponibilidade desses compostos
para absor¢@o no intestino delgado (Friedman; Jiirgens, 2000; Grgi¢ et al., 2020).

Desta forma, o perfil de liberacdo das nanoparticulas contendo os compostos
fenolicos foi avaliada em meio acido (pH 1,2) por 2h e adicionado em meio basico (pH
6,8) até¢ o tempo final do estudo (48h), simulando o pH estomacal e intestinal
respectivamente a uma temperatura de 37°C. Conforme a liberacdo na figura 59 a
liberagdo dos compostos fenolicos a partir do extrato ¢ geralmente rapida no pH acido,
liberando 36% em 2h. Ao comparar com as nanoparticulas, fica claro a estabilizagdo das
nanoparticulas com Eudragit RL®100, na prolongacdo significativa dos compostos
fenolicos no mesmo periodo de tempo, com um aumento gradual na taxa de liberacdo em
pH 6,8. Os perfis de liberagcdo in vitro revelaram que as nanoparticulas por dupla
emulsificagdo desenvolvidas ndo exibiram liberacdo de explosdo, indicando que os
compostos fenolicos foram integrados ao polimero matriz e ndo apenas adsorvida na
superficie da particula. Enquanto as nanoparticulas obtidas por nanoprecipitagdo, houve
a liberagdo de fenolicos mesmo em pH inferiores (31,2%), o que pode estar atribuido ao
ndo aprisionamento dos fendlicos adsorvidos na superficie das nanoparticulas. Além
disso, a liberagdo do Pluronic F-127 ligado a superficie das moléculas podem ter
ocasionado essa liberagdo inicial, da mesma forma que ao comparar a concentragao final
do polimero presente no método por nanoprecipitacao ¢ 4 vezes menor do que comparada

por dupla emulsificagdo, o que pode ter ocasionado a saturacdo dos grupos amonios,
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proporcionando hidrofilicidade dos sistemas preparados, o que aumenta a natureza
dissolutiva (Friedman; Jurgens, 2000).

Por fim, na ultima etapa do ensaio, os resultados revelaram que apoés 12h, a
porcentagem cumulativa dos compostos fenolicos liberados foi significativamente menor
(p <0,05) das formulagdes selecionadas do que no extrato aquoso simples. Com 12h de
experimento, 68,3% dos fenolicos foram liberados por dupla emulsificagdo, enquanto por
nanoprecipitacao 89,42% dos fenoélicos ja haviam sido liberados. As nanoparticulas por
dupla emulsificacdo mantiveram a liberacao sustentada, finalizando o ensaio com 99,8%
dos compostos liberados em 48h, por nanoprecipitacdo obteve 99,98% as 36h, enquanto

a solucdo atingiu 100% em 8h.

Figura 59- Estudo de liberacdo in vitro das nanoparticulas e do extrato de Morus nigra
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Legenda: NANO=nanoparticulas pelo método da nanoprecipitagdo; AOA= nanoparticulas pelo método da

dupla emulsificagdo; Extrato: solucdo do extrato de Morus nigra L.

Entdo, para avaliar o perfil de liberacdo dos compostos fendlicos a partir das
nanoparticulas poliméricas, se houve modulacdo da liberacdo, foram testados varios
modelos cinéticos para determinar qual corresponde ao perfil apresentado pela
nanoparticula e pela solu¢do. Entre todos os modelos testados pelo software (primeira
ordem, Higuchi, Korsmeyer—Peppas, Peppas-Sahlim, Hixson Crowell) como

demonstrado na tabela 36. O coeficiente de determinagio ajustado (R?), o desvio padrio
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dos residuos (MSE) e o critério de selecdo do modelo (MSC) foram utilizados para
escolher o melhor modelo que se ajusta os dados. O R? foi utilizado para comparar o
ajuste dos modelos tedricos com os dados experimentais, quanto mais proximo de 1 for o
R?, melhor seré o ajuste do modelo para os dados. O MSE ¢ uma medida estatistica do
erro médio quadratico entre os valores observados e os valores previstos pelo
modelo.(Freire et al., 2017; Heredia et al., 2022; Moroney; Vynnycky, 2021). E calculado
como a média dos quadrados das diferencas entre os valores observados e os valores
previstos. Quanto menor o valor do MSE, melhor ¢ o ajuste do modelo aos dados
experimentais. J4 o MSC ¢ uma medida semelhante ao MSE, mas ¢ calculado
considerando as diferengas entre as curvas ajustadas pelo modelo e as curvas
correspondentes aos dados experimentais. O MSC ¢ calculado como a média dos
quadrados dessas diferencas. Um valor baixo de MSC indica um bom ajuste do modelo
as curvas dos dados experimentais.

Segundo os critérios adotados para escolha do modelo a ser empregado, o modelo
de primeira ordem com (R? = 0,99; MSE = 3,24; MSC = 4,33) foi o melhor ajustado para
a solugdo do extrato aquoso de Morus nigra L. No contexto de sistemas de liberacdo, a
cinética de primeira ordem descreve a taxa de liberacdo de uma substincia a partir do
sistema ao longo do tempo, em que a taxa de liberagdo diminui exponencialmente. Isso
significa que a quantidade de substancia liberada por unidade de tempo diminui a medida
que o tempo decorre, denotando a ocorréncia do mecanismo de transporte por difusdo
Fickiana, a qual ocorre por um gradiente de concentragao entre o meio doador e receptor,
tendendo a atingir um equilibrio, caracteristica de uma difusdo normal mais relacionado
as J4 as nanoparticulas a partir da dupla emulsificagdio (R?>=0,94; MSE=8,15; MSC=2,15)
e nanoprecipitagio (R>=0,82; MSE=11,03; MSC=1,45) apresentaram melhor ajuste para
o modelo de Weibull, o que difere do modelo encontrado para a solugdo com o extrato,
indicando que o sistema foi capaz de modificar a cinética de liberagao dos compostos
fendlicos (Turanli; Acarturk, 2022a).

O modelo Weibull ¢ um modelo empirico que ¢ usado para descrever a
distribuicao de farmacos do tipo matriz. Um parametro de forma, [, € usado na equagao
de Weibull para caracterizar a forma da curva de liberacao. Os valores de 3 abaixo de 0,75
indicam que a liberagdo do fairmaco ¢ controlada pelo mecanismo de difusdo, enquanto
os valores de B na faixa de 0,75 a 1,0 indicam que outro mecanismo contribui para o
mecanismo de difusdo. Em particular, o parametro B também caracteriza a forma da curva,

onde $>1,0 é um perfil sigmoidal, B igual a 1,0 ¢ um perfil exponencial ¢ f<1,0 é uma
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curva parabolica. Essa dependéncia entre o valor B e a forma da curva pode ser util na
aplicacdo do modelo para descrever as curvas do perfil de liberagdo e elucidar o
mecanismo de liberagao.

Na nanoprecipitagdo, o parametro de forma, 3, foi menor que 1, o que caracteriza
a curva como parabolica, com maior inclinagdo inicial e depois consistente com a
exponencial. J4 a dupla emulsificacdo obteve valores de >1,0, caracteristicos da curva
sigmoidal. Isso implica que a distribuigdo Weibull ¢ um modelo flexivel com grande
potencial para ser ajustado a uma variedade de padrdes de liberagao.

Embora Weibull ndo negligencie a alteragdo na taxa de liberacdo entre fases
consecutivas de um unico padrdo de liberagao, ele neutraliza o efeito dessas mudancas no
modelo calculando seus exponenciais. Esses achados, corroboram com estudos anteriores
(Turanli; Acartiirk, 2022a).

Para estabelecer uma correlagdo entre os valores de § € 0 mecanismo de liberacao
aplicada, considerando particulas com morfologia esférica, os valores de 0,56
correspondem liberagdo fickiana, 0,56< [B<1,08 transporte anomalo, 1,08 para o
transporte de caso I e p>1,08 para transporte de super caso II. (Martin-Camacho et al.,
2023). Desta forma, considerando os valores apresentados na tabela, para
nanoprecipitacdo foi caracterizado uma liberagdo anomala ou nao-Fickiano, onde ocorre
a superposicdo dos dois fenomenos, com a liberacdo controlada pela difusdo e
intumescimento, simultaneamente. Ja para dupla emulsificacdo o mecanismo de liberacao
obtido foi o transporte de super caso II, no qual ocorre a contribuicdo simultdnea de
processos como difusdo, intumescimento, relaxagdo e erosdo da matriz polimérica.

Em resumo, as diferencas observadas nos mecanismos de liberacdo entre a
nanoprecipitacdo e a dupla emulsificagdo por evaporacdo do solvente podem ser
atribuidas a uma combinacdo de fatores relacionados a estrutura das nanoparticulas,
propriedades do polimero e processo de preparagdo matriz polimérica em uma
nanoparticula pode ser afetada por varios fatores, como temperatura, pH, interacdes
poliméricas e forgas de empacotamento. Esses fatores podem levar a alteragdes na
estrutura e flexibilidade da matriz polimérica, afetando o relaxamento da matriz e,
consequentemente, a liberagdo do farmaco. Quanto a difusdo, compostos hidrossoluveis
tem tendéncia em se difundir para fase aquosa externa por afinidade, portanto a difusdo
pode ocorrer através dos poros ou espagos na matriz polimérica, por difusdo intersticial
entre as cadeias poliméricas ou por degradagdo ou erosdo controlada (Chokshi; Khatri;

Patel, 2018; Patel; Mundada; Sawant, 2019).
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Em resumo, as diferencas observadas nos mecanismos de liberacdo entre a
nanoprecipitacdo e a dupla emulsificagdo por evaporacdo do solvente podem ser
atribuidas a uma combinacdo de fatores relacionados a estrutura das nanoparticulas,
propriedades do polimero e processo de preparacdo matriz polimérica em uma
nanoparticula pode ser afetada por varios fatores, como temperatura, pH, interacdes
poliméricas e forgas de empacotamento. Esses fatores podem levar a alteracdes na
estrutura e flexibilidade da matriz polimérica, afetando o relaxamento da matriz e,
consequentemente, a liberagdo do farmaco. Quanto a difusdo, compostos hidrossoluveis
tem tendéncia em se difundir para fase aquosa externa por afinidade, portanto a difusdo
pode ocorrer através dos poros ou espacos na matriz polimérica, por difusdo intersticial
entre as cadeias poliméricas ou por degradagdo ou erosdo controlada (Chokshi; Khatri;
Patel, 2018; Patel; Mundada; Sawant, 2019).

Por conseguinte, as nanoparticulas obtidas pelo método da dupla emulsificagio
registraram um maior controle na liberagdo dos compostos fenolicos, comparada com a
nanoprecipitacdo, principalmente no intervalo entre 2h-24h. Sendo assim, foi a
formulagdo selecionada devido a sua capacidade de proporcionar uma liberagdo mais
regulada dos compostos fendlicos, indicando um controle mais preciso do processo.

Um segundo ensaio, ap0s o processo de liofilizacdo do sistema, foi realizado o
ensaio de liberacdo das nanoparticulas obtidas pelo método de dupla emulsificacdo a
partir do liofilo, o qual seguiu as mesmas condi¢Bes e pardmetros da liberagdo anterior.
A Figura 60 mostra o grafico de liberagcdo cumulativa do extrato a partir da solucéo e das

nanoparticulas liofilizadas.



Tabela 37- Modelos cinéticos obtidos a partir da liberag&o in vitro
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(continua)
Formulacdo Modelo cinético Equacao R’ | MSE | MSC | Constantes
Primeira Ordem F=100*[1-Exp(k1*t)] 0,99 | 3,24 4,33 ki= 0,05
Higuchi F=kp*t* 0,96 | 6,01 3,10 | kn=13,20
Korsmeyer—Peppas F= kgp*t" 0,86 | 11,57 | 1,71 kxp= 3,50
n=0,9
Peppas-Sahlin F=k *t™ + kpy*t*™ 0,94 | 5,76 3,05 ki1 =9,69
Extrato k>-1,33
m - 0,45
Hixson-Crowell F=100*[1-(1knc*t)*] 0,96 | 5,76 | 3,05 Knc=0,013
Weibull F=100*{1-Exp[-(t*B)/a]} 0,97 | 5,01 3,05 a=4,57
p=1,13
Zero ordem F=ko*t 0,46 | 26,00 | -0,06 ko=2,78
Primeira Ordem F=100*[1Exp(ki*t)] 0,80 | 15,63 | 0,92 ki=0,15
Nanoparticulas por dupla emulsificacao Higuchi F= ky*t%, 0,84 | 13,87 | 1,16 | ku=16,60
Korsmeyer—Peppas F=Fo+kgp*t" 0,81 | 15,37 | 0,88 kkp= 15,29
n= 0,54

Legenda: R? = coeficiente de correlagdo; MSE = Desvio padrio dos residuos; MSC = E o erro médio quadratico entre as curvas ajustadas pelo modelo e as curvas correspondentes
aos dados experimentais.; K = sdo as constantes de difusdo caracteristicas do modelo; t = tempo; n expoente de liberagdo ou o parametro de difusdo; m=direcionamento do tipo
de difusdo. Fo = ¢ a fragdo inicial do medicamento na solug@o resultante de uma liberacao de explosdo;



Tabela 36- Modelos cinéticos obtidos a partir da liberag&o in vitro.
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(continuagao)
Formulacio Modelo cinético Equacéo R? MSE | MSC | Constantes
Peppas-Sahlin F=ky*t™ + ko*t2™ 0,77 | 16,84 | 0,63 k1=22,30
Nanoparticulas por dupla emulsificacao k2=-0,71
m=0,45
Hixson-Crowell F=100*[1-(1knc*t)"3] 092 | 9,75 | 1,87 Khc=0,03
Weibull F=100*{1-Exp[-(t"B)/a]} 094 | 8,15 | 2,15 a=14,6
B=1,18
Primeira Ordem F=100*[1-Exp(k1*1)] 0,79 | 11,82 | 1,40 k1=0,34
Higuchi F= kn*t%°, -0,24 | 29,42 | -0,41 | kn=21,74
Nanoparticulas por nanoprecipitagéo Korsmeyer—Peppas F=FO+kKP*tn 0,64 | 1570 | 0,75 | kxp=41,72
n=0,34
Hixson-Crowell F=100*[1-(LkHC*t)"3] 0,14 | 244 | -0,04 | Kuc=0,075

Legenda: R2 = coeficiente de correlagio; MSE = Desvio padrio dos residuos; MSC = E o erro médio quadratico entre as curvas ajustadas pelo modelo e as curvas correspondentes
aos dados experimentais.; K = sdo as constantes de difusdo caracteristicas do modelo; t = tempo; n expoente de liberagdo ou o parametro de difusdo; m=direcionamento do tipo
de difusdo. Fo = ¢ a fragdo inicial do medicamento na solu¢@o resultante de uma liberacao de explosdo;

Fonte: dados da pesquisa



Tabela 36- Modelos cinéticos obtidos a partir da liberacéo in vitro.
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(conclusdo)
Formulagdo Modelo cinético Equacéo R?2 | MSE | MSC | Constantes
Nanoparticulas por nanoprecipitacio Peppas-Sahlin F=k1*tm + k2*t2m 0,78 | 12,12 | 1,20 | k1=52,21
k2 = -6,65
m =0,45
Weibull F=100*{1-Exp[-(t"B)/a]} | 0,82 | 11,03 | 1,45 a=1,99
B=0,82
Primeira ordem F=100*[1-Exp(k1*1)] 0,82 | 14,93 | 0,98 k1 =0,15
Higuchi F= kH*t0,5. 0,84 | 13,88 | 1,13 | kn=16,67
Korsmeyer—Peppas F=FO+kKP*tn 0,81 | 15,15 | 0,88 | kkp=16,88
n=0,51
Nanoparticulas liofilizadas Peppas-Sahlin F=k1*tm + k2*t2m 0,77 | 16,83 | 0,61 | ki1=23,15
k2=-0,87
m=0,45
Hixson-Crowell F=100*[1-(1kHC*t)"3] 0,92 | 95 1,89 | Kne=0,03
Weibull F=100*{1-Exp[-(t"B)/a]} | 0,94 | 8,05 | 2,14 a=13,08
p=1,15

Legenda: R? = coeficiente de correlagio; MSE = Desvio padrio dos residuos; MSC = E o erro médio quadratico entre as curvas ajustadas pelo modelo e as curvas correspondentes
aos dados experimentais.; K = sdo as constantes de difusdo caracteristicas do modelo; t = tempo; n expoente de liberagdo ou o parametro de difusdo; m=direcionamento do tipo
de difusdo. Fo = ¢ a fragdo inicial do medicamento na solug@o resultante de uma liberagdo de explosdo;
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Através do gréfico pode-se perceber que as nanoparticulas liofilizadas
demonstraram um comportamento semelhante NPMn em dispersé@o, embora o carreador
liofilizado tem alcangado uma liberacdo de quantidade maiores dos compostos fendlicos
ao longo do estudo. Durante o estagio em meio gastrico simulado (pH 1,2), onde ao final
de 2h a quantidade de compostos fendlicos liberada pela solugéo foi de 36,69%, enquanto
a quantidade liberada pelo liéfilo foi de 0%. Resultado ja era esperado e converge com a
liberacdo do ensaio anterior. Na etapa em meio intestinal simulado, houve uma liberacéo
mais lenta e sustentada dos compostos fenolicos do liofilo, sendo liberado apenas 29%
durante as 4h de duracdo, alcancando um total de 99,98% de fendlicos liberados, em
contraste com a solugéo que liberou 78% nesse intervalo, alcangando 100% de liberagéo

ao final de 8h.

Figura 60- Estudo de liberagéo in vitro das nanoparticulas liofilizadas e do extrato de
Morus nigra L
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Fonte: Dados da pesquisa
Apds esse periodo, observou-se um aumento na liberagdo dos compostos

comparado ao de dispersao. Esse fendmeno pode ser atribuido a presenca do crioprotetor
nas nanoparticulas. O crioprotetor é adicionado com o objetivo de proteger a estrutura das
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nanoparticulas durante o processo de liofilizacdo. Sua caracteristica hidrofilica confere-
Ihe afinidade pela &gua. Ao ser adicionado a formulagdo das nanoparticulas, o crioprotetor
se distribui ao redor das particulas, formando uma camada protetora. Essa camada atua
como uma barreira, impedindo a formagédo de grandes cristais de gelo que poderiam
danificar as nanoparticulas. Porém, a presenca do crioprotetor nas interfaces das
nanoparticulas facilita a difusdo do farmaco contido dentro delas para 0 meio circundante.
Ainda assim, a liofilizacdo anda manteve um perfil de liberacdo prolongado, de pelo
menos 48h.

Além disso, a partir do estudo do modelo cinético aplicado as nanoparticulas
liofilizadas foi possivel observar que mesmo na presenca do crioprotetor, 0 modelo
cinético de liberacdo das nanoparticulas liofilizadas permanece inalterado (Weibull) em
comparagdo com as nanoparticulas nao liofilizadas, denotando valores de 0=13,08 e =
1,15, promovendo a liberagdo através do transporte de super caso II.

Weibull é utilizado para a investigacdo de dados de liberacdo imediata e
prolongada, pois € um modelo empirico. Muitos estudos demonstraram
experimentalmente que os dados de liberacdo de nanoparticulas poliméricas se ajustam
melhor ao modelo Weibull, dentre elas, nanoparticulas produzidas pelo mesmo tipo
polimero (Eudragit® RL100). Desta forma, a consisténcia dos dados e a validade do
método adotado, corrobora com os achados prévios na literatura (Ashrafi; Azadi, 2016;
Jafari-Aghdam et al., 2016; Liu et al., 2015; Turanli; Acartiirk, 2022b).

5.2.3.4.6.3 Citotoxicidade in vitro

Ao desenvolver novas formulagdes, é essencial realizar testes para avaliar a
biocompatibilidade e a seguranca. Seguindo as normas da Organizagao Internacional de
Normalizacdo (I1SO), os ensaios in vitro sdo a fase inicial na determinacdo da
biocompatibilidade de um material (Iso, 2009). Assim, foi conduzido um ensaio de
citotoxicidade por meio de cultura celular, escolhido pela sua reprodutibilidade, rapidez,
sensibilidade e custo acessivel.

Desta forma, a viabilidade foi expressa em percentagem em comparagdo com 0
controle n&o tratado no ensaio MTT. E o CC50 dos isolados foram obtidos utilizando
curva de regressdo ndo-linear. Os resultados demonstraram que a viabilidade nao foi
alterada de maneira significativa (p>0,05) quando estes foram expostos ao aumento da

concentracdo do extrato, porem mantendo-se percentuais de viabilidade celular acima de
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50%, mesmo na maior concentracdo (1500 pg/mL). As nanoparticulas apresentaram
CC50 de 180,16 pg/mL para a nanoparticula com extrato (NPMn) e 145,78 pug/mL para
as nanoparticulas brancas (NP branca). A figura 61 mostra as varia¢des de citotoxicidade
dos compostos nas diferentes concentracdes testadas.

De acordo com a 1SO 10993-5, é determinado como citotoxico um produto que
iniba o crescimento celular em mais de 30% (Iso, 2009). Sendo assim, os resultados
demonstraram que o extrato em solucdo € citotdxico para as células endoteliais até 93,75

pg/mL

Figura 61- Gréfico de viabilidade celular em HUVEC do extrato e das nanoparticulas.
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Legenda: C+= controle positivo; NpMn= nanoparticula com o extrato; Np= nanoparticula sem o extrato

Enquanto as nanoparticulas foram consideradas citotoxicas em todas as
concentracBes, sendo o NPMn menos citotdxico, ou seja, a presenca do extrato nas
nanoparticulas teve um efeito positivo nas células HUVEC, j& que a CC50 aumentou de
145,78 para 180,16 pg/mL. Isso sugere uma maior concentracdo necessaria para causar
efeitos citotoxicos, indicando um possivel beneficio para viabilidade celular com a
incorporagédo do extrato.
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Esse aumento citotdxico das NP brancas pode ter facilitado a internalizacdo e a sua
interacdo com as células devido seu tamanho, reduzido e alta area superficial,
caracteristica essa ja conhecida das nanoparticulas. Da mesma forma, devido a presenca
do tensoativo Pluronic F-127 na formulacdo, pode ser uma justificativa para o
aparecimento da citotoxicidade das nanoparticulas em concentra¢des mais altas, visto que
ja se tem relatos na literatura que ele atua inibindo diretamente as bombas de efluxo de
farmacos e a de glicoproteina P por incorporacdo nas membranas celulares e translocagédo
nas células, influenciando a respiracéo celular, producdo de ATP, transducdo de sinais
apoptaéticos e expressdo génica.

Comparados com outras pesquisas que estudaram os perfis de viabilidade celular
de nanoparticulas também foi observado que nanoparticulas carregadas positivamente
tém maior eficiéncia na absorcédo celular, como demonstrado por maior citotoxicidade em
células HUVEC comparadas as particulas com carga negativa. A carga superficial das
nanoparticulas desempenha um papel critico, afetando interagfes com proteinas séricas e
reduzindo toxicidade através do "efeito corona”(Harush-Frenkel et al., 2007; Huhn et al.,
2013; Wigner et al., 2021).

Entretanto, esses resultados sugerem um potencial de seguranca e destacam a
possibilidade de usar concentragfes mais baixas para aplicagdes que requerem menor
toxicidade em células HUVEC.

5.2.4 Consideragdes Finais

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o planejamento
experimental foi bem-sucedido, levando ao desenvolvimento de NPs com caracteristicas
fisico-quimicas adequadas. A andlise revelou que essas nanoparticulas possuem um
tamanho e distribuicdo homogéneos, um potencial zeta e pH adequados para serem
utilizados como nanocarreadores para administragéo oral.

Além disso, outras técnicas de caracterizacdo confirmaram a incorporacao
eficiente do farmaco na estrutura das nanoparticulas, garantindo um bom encapsulamento
de compostos fendlicos e reduzindo o extravasamento do farmaco ao longo do periodo de
armazenamento. Essas caracteristicas sdo fundamentais para garantir a estabilidade e
eficacia do sistema de entrega oral.

Uma descoberta importante foi a capacidade das nanoparticulas de proporcionar

uma liberacdo prolongada dos compostos fenolicos em ensaios simulando a
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administracdo oral, com uma duracéo de pelo menos 48 horas, em contraste com o extrato
puro que apresentou apenas 8 horas de liberagdo, mesmo quando liofilizadas com o
crioprotetor de escolha (maltodextrina). Essa liberacdo prolongada é extremamente
promissora, pois permitiria uma melhor absor¢do e aproveitamento dos compostos
fendlicos pelo organismo. De acordo com nossas descobertas, a formulagédo pode inibir a
liberacdo intensa no estdbmago, promovendo liberagdo prolongada no pH mais bésico.

Além disso, o aumento da CC50 quando essa formulacdo foi submetida as
células HUVEC, foram menos afetadas pelo extrato quando este estava encapsulado em
nanoparticulas, em comparacdo com a forma livre do extrato.

Diante desses resultados, pode-se inferir que as nanoparticulas produzidas tém
potencial para serem utilizadas como um sistema de entrega oral de liberacdo prolongada.
No entanto, é necessario realizar estudos de farmacocinética in vivo para comprovar a
possibilidade de melhoria da permeabilidade intestinal e absor¢do oral quando
administradas em animais ou humanos.

A proxima etapa seria incorporar essas nanoparticulas em formas farmacéuticas
solidas orais, para testar sua atividade e toxicidade em modelos experimentais. Somente
apos esses estudos adicionais, sera possivel avaliar plenamente o potencial terapéutico e
a seguranca dessas nanoparticulas como um sistema de entrega oral eficaz para compostos
fenolicos. Em ultima analise, essas descobertas podem abrir novas perspectivas para o
tratamento de doencas e aprimorar a eficacia dos compostos fendlicos como principios

ativos farmacéuticos.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados é possivel inferir que o planejamento experimental
utilizado para selecionar a matéria prima vegetal que seria utilizada, a partir da
maximizacdo dos compostos majoritarios, foi realizado com sucesso. Utilizando o
planejamento fatorial fracionado, foi possivel determinar as condigBes Otimas de
extracdo, sendo assim, os extratos da Paraiba apresentaram uma maior concentracéo de
compostos fendlicos totais e uma maior atividade antioxidante em comparagao ao extrato
de Pernambuco, sugerindo que a planta utilizada na Paraiba possui uma composicado
quimica mais rica em compostos fenélicos com propriedades antioxidantes significativas.

A determinacédo cuidadosa das condigcOes de extracdo e a selecdo criteriosa da
matéria-prima ndo so influenciou na composicdo quimica, mas também garantiu a
consisténcia e a uniformidade do produto final, principalmente quando incorporado a
formulagdes nanométricas. O tamanho, a distribuicdo homogénea, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulacdo mostraram-se adequados para nanoparticulas que visam
administracdo oral. Outras técnicas de caracterizacdo evidenciaram a efetiva incorporagao
do farmaco nas nanoparticulas, validando a obtencdo de nanoparticula com matriz
polimérica. Esta matriz favoreceu o adequado encapsulamento dos compostos fendlicos,
proporcionando uma menor propensdo ao extravasamento do farmaco ao longo do
periodo de 48 horas.

De fato, a matriz demonstrou uma notavel capacidade de manter os parametros
fisico-quimicos da formulacdo consistentes ao longo do tempo, mantendo suas
caracteristicas mesmo apés a liofilizagdo com o crioprotetor maltodextrina. O ensaio de
viabilidade celular permitiu conhecer concentracdes citotoxicas da formulacdo e do
extrato. E devido ao fato das nanoparticulas propiciarem uma liberagcdo controlada do
extrato, pode ter reduzido sua toxicidade quando estas incorporadas ao extrato e

aumentando sua seguranca para possiveis aplica¢des terapéuticas.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizacéo de ensaios de toxicidade aguda in vivo em camundongos;
Realizacdo de ensaio de atividade in vitro;

Realizacdo de ensaio de farmacocinética in vivo em ratos para avaliacdo de
biodisponibilidade relativa

Obter formas farmacéuticas sélidas orais;

Determinar a estabilidade acelerada e de longa duracao.
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APENDICE A -DISTRIBUICAO DE DIAMETRO

Figura 1- Gréfico de distribui¢do de didmetro obtido por DLS a partir da desejabilidade
por nanoprecipitacdo
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Figura 2- Gréafico de distribuicdo de diametro obtido por DLS a partir da desejabilidade
por dupla emulsificacdo
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Abstract: Introduction: Morus nigra L. has industrial relevance due to the presence of specialized me-
tabolites, which possess pharmaceutical potential in various parts and preparations. This review presents
updated information on traditional, phytochemical, and pharmacological applications, as well as toxicity
data, pertaining to different parts of Morus nigra L.

Method: Phytochemical research and ethnobotanical studies were conducted using reviewed databases.
Mulberry leaves have demonstrated several biological activities, attributed to the presence of phenolic acids,
flavonoids, and fatty acids. Stems and roots contain additional compounds such as stilbenes and benzofurans.
Morus nigra L. exhibits various biological activities, including hepatoprotective, hypoli- pidemic, anti-
inflammatory, antioxidant, antimicrobial, neuroprotective, hypoglycemic, skin whitening, cytotoxic,
antiatherosclerotic, and antiobesity effects. The choice of extraction technique and plant part is crucial to

1
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obtain a diverse range of compounds necessary for specific indications.

Result: Accelerated solvent extraction (ASE) has proven to be the most advantageous method compared
to supercritical fluid maceration and extraction (SFE), yielding a wide variety of compounds.

Conclusion: Overall, this review aims to provide scientists and companies interested in Morus nigra L. with
opportunities and challenges for innovation in this field.

Keywords: Pharmaceutical potential, mulberry, extraction process, medicinal properties, Morus nigra L., accelerated solvent

extraction.

1. INTRODUCTION

The genus Morus (Moraceae), commonly known as mul-
berry, comprises at least 24 species and over 100 varieties.
These species are primarily distributed in the Northern tem-
perate zone, capable of thriving in temperate to subtropical
regions, and can even grow at altitudes of up to 4000 m [1,
2]. Some of the most well-known species include Morusalba
L. (white mulberry), Morus australis Poir (Chinese mulberry),
Morus insignis Bureau (American mulberry), Morus
mesozygia Stapf (African mulberry), Morus micro- phylla
Buckley (Texas mulberry), Morus nigra L. (blackmulberry),
and Morus rubra L. (red mulberry) [3].

In Asian countries, mulberry leaves serve as a crucial
nutrient source to produce silkworms (Bombyx mori L.).
China, India, Vietnam, Uzbekistan, Brazil, Thailand, and
Bangladesh are prominent leaders in silkworm production.

*Address correspondence to this author at the Laboratory of Drug Technol-
ogy, Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Per-
nambuco. Av. Prof.Artur de Sé - Cidade Universitaria, Recife, Pernambuco,
Brazil; E-mails: larissaapereira@hotmail.com; larissa.pereira@ufpe.br

While the nutritional value of mulberry fruits has gar-
nered greater interest, they are consumed in various forms,
including fresh and processed variants such as juices, jellies,
syrups, natural dyes, and dehydrated fruits. Additionally, they
are also used in the production of cosmetic products [4, 5].

Among the main species within this genus, Morus nigra
L. is native to Southwest Asia. This plant can be found in
temperate and subtropical regions of Asia, Africa, and North
America, and it has the ability to grow in a wide range of
climatic, topographic, and soil conditions [6]. Traditional
medicine has attributed various uses to different parts (leaves,
stems, roots) and preparations (infusion, decoction,
maceration, etc.) of Morus nigra L., administered through
different routes (oral or topical). Phytochemical studies have
identified phenolic constituents as the primary components
responsible for the plant's hepatoprotective [7-9], hypoli-
pidemic [10], anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial
[11-13], neuroprotective [14], hypoglycemic [15-17], hypo-
tensive and anti-cancer activities [1, 18-20].
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Abstract: Background: Morus nigra L. is a plant with significant potential for drug de-
velopment due to the presence of numerous bioactive compounds in its various parts.

Obijectives: This article aims to compile the technological perspectives of Morus nigra L.
towards drug development and therapeutic indications based on registered patents in databases.

Methods: The study analyzed patents published within the last five years, focusing on
products derived from different parts of the Morus nigra L. plant. Patent databases such as
the European Patent Office (EPO), the United States Patent and Trademark Office (USPTO),
the World Intellectual Property Organization (WIPO), and the National Institute of Industrial
Property Databases (INPI) were examined.

Results: A total of 45 patents were categorized by country of origin, type of applicant, ex-
traction method, and therapeutic indications. China had the highest number of patent fil - ings
(43.48%), and private companies were the primary technology patent holders (38.64%).
Noteworthy extraction methods included ultrasound-assisted extraction, decoc- tion,
infusion, and maceration. The most utilized plant parts were leaves (44.44%), fol- lowed by
fruits (35.56%), root bark (15.56%), and stems (4.44%). The main therapeutic indications
identified were the treatment of hyperglycemia and dyslipidemia (43.33%), along with
digestive problems, cosmetics, nutrition, and cleaning applications.

Conclusion: The study of patents covers discoveries and advancements often absent in sci-
entific articles, making a review focused on this advanced information crucial for expand-
ing existing scientific knowledge. Even if some therapies have been explored previously,
patents can reveal innovative approaches and fresh perspectives that contribute to sustained
scientific progress.
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hyperglycemia.

1. INTRODUCTION

Morus nigra L. (black mulberry) is a nutritious
food that belongs to the Moraceae family, which
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comprises twenty-four species. The mulberry tree is
capable of thriving in a diverse range of condi-
tions, including temperate to subtropical regions
and altitudes of up to 4000 m [1]. The primary bi-
oactive metabolites present in black mulberry fruits
encompass benzoic and cinnamic acid deriv- atives
(phenolic acids), quercetin glycosides (fla-
vonoids), as well as cyanidin and pelargonidin
glycosides (anthocyanins) [1, 2]. The extraction of
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