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RESUMO

Mitracarpus frigidus € uma espécie vegetal nativa na américa do sul, que tem
demonstrado potencial para diversas atividades bioldgicas, como anti-inflamatdria,
antioxidante, antimicrobiana, leishmanicida e antitumoral. Essas atividades tém sido
correlacionadas a seus metabdlitos secundarios, tais como alcaldides, terpenos e
compostos fendlicos. No entanto, a instabilidade e baixa solubilidade de compostos
naturais reduzem sua biodisponibilidade, interferindo na eficacia da terapia. Com o
intuito de melhorar a estabilidade e biodisponibilidade dos componentes ativos do
extrato metandlico de Mitracarpus frigidus (MFM), foi desenvolvido um fitocomplexo
supramolecular com B-ciclodextrina (3CD), pelo método de coprecipitagado. Através
de docking molecular, foi possivel prever uma maior afinidade dos compostos de
interesse com a BCD. As caracterizagdes do extrato e fitocomplexo por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de Infravermelho (IV), espalhamento
de luz dinamico (DLS), potencial zeta (PZ), condutividade e analises térmicas
(analise térmica diferencial DTA e analise termogravimétrica TGA), demonstraram a
efetividade da complexagdo e sugeriram maior estabilidade do fitocomplexo em
relacdo ao extrato puro. A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios de
reducao do radical DPPH, inibicdo do sistema Bcaroteno/acido linoleico, e formagao
de MDA, em que o fitocomplexo apresentou maior potencial antioxidante, comparado
ao extrato puro. A atividade anti-inflamatdéria In vitro foi avaliada por meio da reducéo
da producao de 6xido nitrico (NO) e por reducéo de atividade das metaloproteinases
MMP2 e MMP9, em linhagem celular J774A.1, neste caso, o fitocomplexo obteve
novamente, melhores resultados que o extrato puro, sugerindo potencial emprego
para formulacbes anti-inflamatérias. Ambas as amostras nao apresentaram

toxicidade para a linhagem celular testada (J774A.1).

Palavras-chave: Mitracarpus Frigidus. Atividade antioxidante. Atividade anti-

inflamatadria. Ciclodextrina.



ABSTRACT

Mitracarpus Frigidus is a plant species native to South America, which has
shown potential for several biological activities, such as anti-inflammatory,
antioxidant, antimicrobial, leishmanicidal and antitumor. These activities have been
correlated to its secondary metabolites, such as alkaloids, terpenes, and phenolic
compounds. However, the instability and low solubility of natural compounds reduce
their bioavailability, interfering with the efficacy of therapy. In order to improve the
stability and bioavailability of the active components of the methanolic extract of
Mitracarpus frigidus (MFM), a supramolecular phytocomplex with [B-cyclodextrin
(BCD) was developed by the co-precipitation method. Through molecular docking, it
was possible to predict a higher affinity of the compounds of interest with BCD. The
characterizations of the extract and phytocomplex by scanning electron microscopy
(SEM), infrared spectroscopy (IR), dynamic light scattering (DLS), zeta potential (ZP),
conductivity and thermal analysis (differential thermal analysis DTA and
thermogravimetric analysis TGA), demonstrated the effectiveness of the complexation
and suggested greater stability of the phytocomplex compared to the pure extract.
The antioxidant activity was evaluated by DPPH radical reduction assays, inhibition of
the B-carotene/linoleic acid system, and MDA formation, in which the phytocomplex
showed greater antioxidant potential compared to the pure extract. In vitro anti-
inflammatory activity was evaluated by reducing nitric oxide (NO) production and by
reducing metalloproteinases MMP2 and MMP9 activity, in J774A.1 cell line, in this
case, the phytocomplex showed better results than the pure extract again, proposing
a potential use for anti-inflammatory formulations. Both samples showed no toxicity to
the tested cell line (J774A.1).

Key words:  Mitracarpus Frigidus. Antioxidant activity. Anti-inflammatory activity.

Cyclodextrin
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1 INTRODUGAO

Mais de 50% dos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) entre 1981 e 2014, sdo provenientes de produtos naturais ou
de seus derivados sintéticos (WANG; DONG; SHENG, 2019). Devido a extensa
diversidade molecular e funcionalidade biolégica, os metabdlitos provenientes de
organismos vivos tem sido frequentemente isolados e incorporados em formulagoes
medicinais, ou ainda utilizados como inspiracdo para a sintese de derivados
sintéticos e desenvolvimento de novos farmacos (MOREIRA et al., 2016; GUO,
2017).

Quando se trata de extratos naturais, o sinergismo proporcionado pela agao
conjunta de diversas substancias pode conferir-lhes caracteristicas multifuncionais,
podendo levar a vantagens como redug¢ao da resisténcia medicamentosa a doengas
de maior complexidade, em virtude da interacdo simultdnea em mais de um alvo
terapéutico (URICH-MERZENICH et al., 2007; RODRIGUES et al., 2016; WANG,
DONG, SHENG, 2019).

Na atualidade, a biodiversidade disponivel na natureza ainda € pouco
explorada e apenas uma pequena fragdo dos organismos do planeta, incluindo
plantas, microrganismos e organismos marinhos, tem suas atividades biologicas bem
estabelecidas (BOLZANI, 2016).

Quanto a biodiversidade vegetal, a maior parte da flora mundial pertence ao
Brasil, com cerca de 46 mil espécies vegetais conhecidas, totalizando mais de 20%
da diversidade do planeta (MMA, 2014).

No Brasil, considerando a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, além
da tendéncia mundial de desenvolvimento de medicamentos mais seguros e
eficazes, bem como o interesse cada vez maior da sociedade por terapias de baixo
custo e menos agressivas, existe uma crescente necessidade de maiores
investimentos em pesquisas voltadas para a descoberta de novos produtos naturais
com propriedades farmacologicas (HASENCLEVER et al., 2017).

Mitracarpus frigidus (Willd. exReemSchult.) K. Schum. pertence a familia
Rubiaceae, é abrangente em regides tropicais, sendo amplamente distribuida nas

antilhas e américa tropical. No Brasil, é expressamente encontrada de norte a sul do
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pais (PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA, 2006). Apesar de nao possuir uso
popular, o extrato e fracdes da planta tem revelado, ao longo dos estudos, um
potencial farmacoterapéutico promissor (FABRI et al., 2009).

O extrato das partes aéreas de Mitracarpus frigidus € constituido por
metabdlitos de importancia bioldgica, tais como, alcaldides, triterpenos e compostos
fendlicos, e a presenca destes fitoconstituintes tem sido correlacionada ao potencial
antioxidante, antitumoral, antiinflamatério, antimicrobiano e leishmanicida da espécie
(FABRI et al., 2009).

Apesar da baixa toxicidade e alto potencial terapéutico, a maioria dos
produtos naturais, principalmente os de agao antioxidante, sao instaveis e podem ser
degradados pela acao de fatores externos, o que interfere diretamente na eficacia
destes produtos. Além disso, a biodisponibilidade de compostos bioativos naturais &
frequentemente prejudicada pela baixa solubilidade aquosa. Neste sentido, é preciso
desenvolver métodos que proporcione uma maior hidrossolubilidade e ainda
protejam estes compostos contra agentes que favorecem a sua degradacgao, a fim de
preservar a sua estabilidade e biodisponibilidade (KRINGEL et al, 2017).

A partir da necessidade de aprimorar as propriedades fisico-quimicas dos
produtos naturais e torna-los mais estaveis e disponiveis, inumeros métodos
passaram a ser empregados. Dentre eles, o uso de nanocarreadores tem sido
frequentemente abordado em industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos.
Por meio do encapsulamento a nivel molecular, esta estratégia tem a finalidade de
promover melhora da estabilidade quimica, da permeabilidade de membrana e
biodisponibilidade de moléculas de baixa solubilidade, além de mascarar
caracteristicas organolépticas indesejadas de determinados alimentos, bem como
protegé-los contra degradacdao e evaporacdo (WADHWA et al., 2017; KE et al.,
2019).

Ciclodextrinas (CDs) sao oligbmeros de glicose ciclicos com seis, sete ou oito
unidades de glicose unidas por ligagdes 1,4-glicosidicas, denominadas a, B e vy
ciclodextrina, respectivamente. Estas moléculas tém sido utilizadas como material
encapsulante por serem estaveis, ndo toxicas e por apresentarem propriedade
anfifilicas, sendo capazes de complexar moléculas hidrofobicas em sua cavidade
interna (JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

Estes oligossacarideos formam complexos supramoleculares através de

interacbes ndo covalentes com moléculas de baixa solubilidade, de forma que as
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propriedades fisico-quimicas do composto héspede sejam melhoradas. Com isso,
sao capazes de aumentar a estabilidade, solubilidade, taxa de dissolugao e
biodisponibilidade do composto ativo no meio bioldgico, além de reduzir possiveis
efeitos adversos (LIMA et al., 2019).

O uso da ciclodextrina na industria farmacéutica ja é bem disseminado, e esta
presente em algumas formulagées como, nimesulida com BCD, omeprazol com
BCD, dexametasona com BCD e miconazol com aCD. Além disso, seu uso em
formulagbes a partir de produtos naturais € promissor, sendo possivel citar alguns
estudos que abordam a formacdo de complexos de inclusdo entre compostos
naturais ou extratos vegetais com ciclodextrina, como a inclusdo de compostos
fendlicos e terpenicos (LIMA et al., 2016; SIMSEK et al., 2019; LIMA et al., 2019), o
extrato das folhas de Bryophyllumpinnatum com BCD (LANNA et al., 2016) e o
extrato de Plinia cauliflora com BCD (Paula et al., 2020).

Apesar do potencial farmacoldgico de Mitracarpus frigidus ja ter sido relatado,
ainda ha necessidade de novos estudos, a fim de consolidar as atividades ja
descritas para a espécie. Além disso, ndo ha descricdes na literatura que abordem
as atividades antioxidante e anti-inflamatéria de formulagdes contendo extrato de

Mitracarpus frigidus com ciclodextrina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TAXONOMIA
2.1.1 Mitracarpus spp

Mitracarpus spp pertence a familia Rubiaceae, a qual faz parte do grupo das
angiospermas. O género € nativo no Brasil, e € comumente encontrado em regides
tropicais e subtropicais (PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA, 2006).

O género contém pelo menos 50 espécies, das quais Ja foram isolados uma
variedade de compostos de importancia bioldgica (PEREIRA; CARVALHO-OKANO;
GARCIA, 2006; MARTINS; NUNES, 2015; EKALU, 2021). Dessas espécies, algumas
possuem relatos de uso etnofarmacolégico, como Mitracarpus scaber, que faz parte
da medicina tradicional da Africa ocidental, usada para dor de cabeca, dor de dente,
amenorreia, dispepsia, doencas hepaticas, ulcerativas e leprosas. Seu uso tépico é
ativo para dermatites infecciosas, eczema e sarna, além disso estudos revelaram
seu potencial como antimicrobiano (DALZIEL et al., 1937; KERHARO; ADAM et al.,
1974; SANOGO et al., 1996).

Alguns compostos foram identificados e isolados de M. scaber como, rutina,
caempferol, caempferol-3-O-rutinosideo, acido galico, acido 3,4,5-trimetoxi benzoico,
4-metoxiacetofenona, 3,4,5-trimetoxiacetofenona, harounosideo e o psoraleno,
potencialmente ativo contra infecgbes da pele e utilizado para o tratamento de
vitiligo, psoriase e micose (BISIGNANO et al., 2000; GBAGUIDI et al., 2005).

Estudos fitoquimicos com a espécie Mitracarpus villosus (Sw) DC. também
revelaram potencial terapéutico (antimicrobiano e sedativo), que foi atribuido aos
taninos, terpenos, flavonoides, fendis e resinas presentes no extrato (IROB;
DARAMOLA et al.,, 1993; JOHN-AFRICA et al., 2014). Dos compostos presentes
nesta espécie, ja foram identificados estigmasterol, 24-metil colesta-5-em-34-ol e
acido ursdlico (EPKENDU, ADESOMOJU e OKOGUN, 2001).

Mitracarpus hirtus também apresentou propriedades farmacoldgicas para
tratamento de doencas e infecgdes da pele, atividades antioxidantes, antidiabéticas,
antiacetilcolinesterase e anti tirosinases. Estudos identificaram a presenga de
compostos fendlicos, alcaldides pirrolizidinicos e triterpendides, sendo o acido
rosmarinico o composto mais abundante. (BISIGNANO et al., 2000; ETIENNE et al.,
2021)
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Mitracarpus frigidus (Willd. ex Roem. & Schult.) K. Schum, é a espécie de
interesse deste estudo. Apesar de nao possuir relatos de uso popular, estudos
anteriores relataram a presencga de fitoconstituintes de importancia clinica e potencial

promissor para diversas atividades bioldgicas (FABRI et al., 2009).

2.1.2  Mitracarpus frigidus

Esta espécie tem a seguinte classificagdo botanica:
Reino: Plantae;
Divisdo: Magnoliophyta;
Classe: Magnoliopsida;
Ordem: Gentianales;
Familia: Rubiaceae;

Género: Mitracarpus spp.

Mitracarpus frigidus (Willd. ex Reem Schult.) K. Schum. (figura 1) é
abrangente em regides tropicais, sendo amplamente distribuida nas Antilhas e
América Tropical. No Brasil, é expressamente encontrada de norte a sul do pais
(PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA et al., 2006).

Figura 1. Mitracarpus Frigidus (Willd. ex Schult Reem.) K. Schum.

(Rubiaceae) partes aéreas e fruto.

| A

Fonte: PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA, 2006.
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Analises fitoquimicas das partes aéreas da espécie M. frigidus identificaram a
presenca de alcaldides, triterpenos, esterdis, saponinas, cumarinas, fendis, taninos,
flavondides, antraquinonas, leucocianidinas, catequinas e flavonas como principais
classes de fitoconstituintes da planta. A importancia biolégica destes compostos ja é
bem descrita, e sua presenca no extrato e fragdes foi associada ao potencial
farmacologico da espécie (FABRI et al., 2009).

Por meio do perfil cromatografico das partes aéreas de M. frigidus, realizado
por UFLC QTOF- MS, foi possivel identificar alguns compostos pertencentes a estas
classes de constituintes como, acido clorogénico, clarinosideo e 2-azaantraquinona
(Fabri et al.,2021). Além disso, analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), do extrato metandlico de M. frigidus, revelaram a presenga dos triterpenos
acido ursolico e ursolato de metila, dos flavondides, rutina e campferol-3-O-
rutinosideo, e da psicorrubrina, uma naftoquinona relatada até hoje apenas na
familia Rubiacea. (LEMOS et al., 2020; FABRI et al., 2012a,2014b).

Ensaios bioldgicos realizados a partir do extrato e fracbes de M. frigidus,
evidenciaram potencial farmacoldgico para diversas atividades testadas, tais como,
antimicrobiana, com importante agao contra algumas cepas bacterianas (S. aureus,
B. cereus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobactercloacae, Shigellasonnei e Bacillus
cereus) e fungicas (Cryptoccocusneoformanse C. albicans). As partes aéreas da
planta também apresentaram atividade antiparasitaria significativa, com reduc¢ao da
carga parasitaria do S. mansoni, e potencial leishmanicida frente ao Leishmania spp,
na forma amastigota das espécies L. braziliensis, L. major e L. amazonensis (FABRI
et al., 2009, 2012a, 2012b, 2014b).

A planta também apresentou potencial antitumoral, atividade laxativa, com
aumento do peristaltismo intestinal, fator de protecao contra radiacoes UVA e UVB,
acao antioxidante por meio de doacao de prétons e bloqueio da peroxidacéo lipidica,
e atividade anti-inflamatéria, por reduzir a expressao de cicloxigenases e a migragao
de mediadores inflamatérios (FABRI et al., 2009, 2012c; FERREIRA et al., 2021).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO
Os organismos aerébios geram, a partir de reagdes enzimaticas provenientes

da respiragdo celular, atomos e moléculas instaveis formadas pelo

desemparelhamento de elétrons, os radicais livres (POPRAC, 2017). Mas apesar de
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se originarem principalmente nas mitocondrias, estas espécies sdo também
produzidas por células fagocitarias durante o mecanismo de defesa do organismo,
ou decorrentes da atividade de algumas enzimas, tais como, H-oxidases (NOXs),
xantina-oxidorredutase, citocromo P450, lipoxigenases e cicloxigenases, estando
diretamente relacionadas com processos inflamatoérios e outras alteracbes
metabdlicas. Estes radicais podem interagir com outras moléculas formando
peroxidos, que irdo atuar na sinalizagdo celular e também na protegcao contra
agentes patogénicos. (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; CONRAD et al., 2018).

Porém, quando ha uma producdo excessiva de radicais livres, e a
incapacidade coexistente dos mecanismos antioxidantes biolégicos em neutraliza-
los, o organismo se depara com um estresse oxidativo (POPRAC, 2017). Tal
condicdo pode causar a oxidagdo de enzimas, inativando-as, a degradacédo de
proteinas, ou ainda a modificacado e inativagdo de biomoléculas, tais como, piruvato,
a-cetoglutarato, DNA e lipideos, levando a diversas situagdes patologicas, bem como
ao envelhecimento (DUH et al., 1997; BARBOZA et al., 2018). Dentre as doencgas
relacionadas a esta condi¢cdo estdo: alguns tipos de cancer, doengas autoimunes,
doencas degenerativas, diabetes mellitus, cardiopatias, dentre outras
(PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).

O uso de antioxidantes exdgenos, presentes principalmente em vegetais, tém
a capacidade de proteger o organismo contra o estresse oxidativo, quando a
producdo de espécies reativas é exacerbada. Devido a sua estrutura quimica e seu
potencial redutor, os compostos fendlicos sdo capazes de capturar radicais livres e
de doar elétrons ou prétons, neutralizando as espécies oxidativas, além de quelar
ions metalicos pré oxidantes e inibir a peroxidacdo lipidica e alipoxigenase
(PODSEDEK, 2007; KYUNGMI et al., 2008; SEDDIKI; DA SILVA; DA SILVA, 2017).

Estudos anteriores com o extrato e fragbes das partes aéreas de M.frigidus
demonstraram que, as fracdes acetato de etila, butandlica, e diclorometanica, o 6leo
essencial, a fracdo metandlica e suas particbes, apresentaram capacidade de
neutralizar radicais livres por meio de doagao de hidrogénio. Segundo os autores, os
fendis e flavonoides, presentes nessas amostras, foram responsaveis pela atividade
redox. Além disso, o extrato metandlico e suas particbes também foram eficientes
em inibir a peroxidagao lipidica, principalmente pelo fato de retardar reagbes em
cadeia responsaveis pela formacao de peroxidos (FABRI et al.,, 2009, 2012b;
FERREIRA et al., 2021)
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2.3 INFLAMACAO

A inflamacdo é um mecanismo de defesa fisiologico inicial do organismo
contra um agente agressor, e tem como objetivo, eliminar o estimulo noxico e
recuperar a regiao afetada a partir de uma cascata de reagdes envolvendo células de
defesa (neutréfilos, macréfagos e linfocitos), mediadores quimicos (interleucina-1 e o
fator de necrose tumoral), mediadores lipidicos, como prostaglandinas, leucotrienos
e fator de ativacdo plaquetaria (PAF), e também substéncias vasoativas, das quais
fazem parte a histamina, serotonina e 6xido nitrico, sendo que este ultimo provoca
dano oxidativo (RANG, 2012; VIJAY et al., 2018).

Apesar da inflamagao ser um processo inicialmente benéfico ao organismo,
promovendo a eliminagdo de agentes irritantes e a recuperagao de tecidos lesados,
quando essa resposta € exacerbada ha uma crescente producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, secretadas por células inflamatérias ativas, que
levam a destruigdo tissular e danos ao DNA. Neste sentido, se faz necessario o uso
de antiinflamatoérios exdégenos, a fim de regular a resposta imunoldgica e controlar os
possiveis danos causados pela inflamagcdo (RANG, 2012; WALLACE, 2005;
BARBOZA et al., 2018).

Dentre os anti-inflamatérios naturais, alguns flavonoides e seus derivados
exibem importante efeito na inibicdo das vias ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase no
metabolismo do acido araquidbnico, inibindo desta forma, a exsudacao de proteinas
e a migragao de leucdcitos para o local da inflamagao (MALEKI, 2019). Além disso,
os triterpenos também tém importante agao anti-inflamatéria por meio do bloqueio da
ativagao das células T (CHECKER et al., 2012). Triterpenos isolados de M. frigidus
foram eficientes em promover a inibicdo da quimiotaxia e da expressao de
mediadores inflamatérios liberados na primeira e segunda fase da inflamagéo, como
histamina, serotonina, prostaglandinas e bradicinina (FABRI et al., 2014c).

O extrato metandlico foi ativo tanto na fase aguda quanto na fase crbnica da
inflamacdo. Por meio de estudos in vivo foi possivel concluir que MFM atua na
expressdo das cicloxigenases, inibindo seletivamente a ciclooxigenase-2 (COX-2),
além disso o potencial anti-inflamatério do extrato também esta relacionado com o
processo de migragao celular mediado pela inflamagdo, bem como a redugao de

processos oxidativos (FABRI et al, 2014b). Os triterpenos isolados do extrato
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hexanico, ursolato de metila e acido ursdlico, também apresentaram atividade
antiinflamatoria significativa, além de reduzir o estresse oxidativo proveniente do

processo inflamatoério (FABRI et al., 2014c)

2.4 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € uma area multidisciplinar da ciéncia que tem sofrido
grandes avancos e despertado interesse econémico nos ultimos anos. Nos Estados
Unidos, a National Science Foundation define esta ciéncia como uma abordagem ao
desenvolvimento de pesquisa e tecnologia em escala atbmica, molecular ou
micromolecular, numa faixa que varia entre 1 e 100 nm, porém ha controvérsias
quanto as dimensdes da nanoescala, ja que esta padronizagdo nédo abrange todos
0s nanomateriais, sobretudo quando se trata de biotecnologia e saude que séao
justamente as areas em que ha maiores interesses em nanotecnologia (Fatal et al.,
2010; BAYDA et al, 2020). Seu principio se baseia nha mudanca das propriedades
quimicas, fisico-quimicas e comportamentais da molécula quando esta se apresenta
em escala nanométrica (KHAN, SAEED, KHAN, 2019).

A nanotecnologia empregada na area da saude € definida pela European
Medicines Agency como o estudo de nanoestruturas com tamanho menor que 1.000
nandémetros, que apresentam propriedades especificas, recebendo também a
terminologia nanomedicina. Esta tem fundamental importancia em diagnosticos,
prevencao e tratamento de doencas. Além disso, € utilizada como ferramenta para o
entendimento de processos fisiopatologicos, através da utilizagdo de nanomateriais
que tem a capacidade de interagir com células humanas estimulando mecanismos
de reparacao, permitindo o estudo de novas formas de diagnéstico e terapéutica
(WU et al., 2018; NOBILE, NOBILE, 2020)

O uso da nanotecnologia em medicamentos surgiu na década de 1960.
Inicialmente com o desenvolvimento de técnicas de microencapsulagédo, que permitiu
o desenvolvimento de férmulas de liberagdo controlada. Logo depois esta técnica foi
aprimorada a partir da substituicdo de micro por nanoparticulas, dando origem aos
nanomedicamentos. Nesta mesma década foram descobertos os lipossomos
(vesiculas aquosas formadas por bicamadas concéntricas de fosfolipidios), que por
sua vez possibilitaram maior variedade de métodos de emprego da nanotecnologia
aplicada a medicamentos. (AMSELEM, 1990; BAYDA et al, 2020).
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Uma das principais vantagens da nanoencapsulagao de farmacos é a redugao
de tamanho das particulas, melhorando de forma significativa a interacdo de
moléculas ativas com o alvo farmacoterapéutico. Ao reduzir o tamanho das
particulas, a area superficial torna-se maior, ocasionando um aumento da exposicao
de atomos e moléculas. Por estarem na superficie, tais atomos e moléculas sofrem
mudangas comportamentais, ja que as probabilidades de interagdes intermoleculares
com o ambiente sdo aumentadas (SCHMALTZ et al., 2005). Além disso, estes
sistemas atuam como nanocarreadores, uma vez que o farmaco nanoencapsulado é
direcionado para o alvo terapéutico e liberado de forma controlada. As principais
vantagens desse sistema € a maior biodisponibilidade do principio ativo no meio
biolégico e a redugdo de efeitos adversos, especialmente toxicidade. (MIRZA,;
SIDDIQUI, 2014; WACKER, 2019).

Os produtos naturais costumam apresentar instabilidade quimica. Estas
espécies podem ser facilmente degradadas pela agao de fatores externos, afetando
a sua estabilidade durante o armazenamento e processamento, bem como no meio
biolégico. Além disso, a biodisponibilidade de compostos bioativos naturais é
frequentemente prejudicada pela baixa solubilidade aquosa (HOLST, WILLIAMSON,
2008). A complexagao a nivel molecular protege estes compostos da degradacéo,
tornando-os estaveis quando em contato com o meio. A nanocomplexagao também é
capaz de alterar caracteristicas fisico quimicas dos compostos complexados,
conferindo maior hidrossolubilidade, e com isso promovendo um aumento da
biodisponibilidade deste no organismo, contribuindo de forma significativa para a
melhora da eficacia terapéutica (LANNA et al., 2016).

Um importante nanocarreador utilizado atualmente é a ciclodextrina.
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007). As Propriedades Intrinsecas das ciclodextrinas
possibilitam interagdes do tipo hospede-hospedeiro com moléculas de baixa
hidrofilicidade. A partir de interagbes supramoleculares que envolvem ligagées néo
covalentes e interagdes entropicas, formam complexos capazes de alterar as
propriedades fisico-quimicas do composto hdéspede, conferindo maior estabilidade
quimica, aumento da solubilidade e biodisponibilidade, bem como vetorizagao e
liberacdo controlada no meio biolégico (ABBAS et al., 2015; NEVES et al., 2015; KIM
et al., 2019).
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2.5 CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, formados a partir da
degradacao do amido, pela agcao da enzima ciclodextrina—glicosiltransferase (figura
2). Esta enzima é sintetizada por microrganismos, e por isso algumas variagdes de
CDs sao encontradas na natureza, como a a-ciclodextrina, a B-ciclodextrina e a y-
ciclodextrina, que se diferenciam pelo tamanho da estrutura ciclica, sendo
constituidas por 6, 7 e 8 unidades de a-D-glicospiranose, unidas por ligagcbes 1,4’

glicosidicas, respectivamente (TIAN; LIU, 2020).

Figura 2. Estrutura quimica da ciclodextrina
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Fonte: BARBOSA et al., 2019

As ciclodextrinas apresentam forma coOnica truncada (troncoidal) (figura 3).
Essa conformacgdo deve-se a inexisténcia de livre rotagdo de suas ligagcdes e por
causa da conformacdo do carbono C1 presente nas unidades de a-D-
glicospiranoses. (LOFTSSON et al., 2005). A cavidade interna das CDs é constituida
por um esqueleto de carbono e por ligacbes ésteres resultante dos residuos de
glicose, gerando densidade eletronica. Devido a essa conformacdo, as CDs
apresentam hidrofilicidade e ao mesmo tempo a capacidade de complexar moléculas
pouco hidrossoluveis em sua cavidade, permitindo a formagao de complexos de
inclusdo a partir de ligagdes nao covalentes com compostos especificos (JANSOOK
et al., 2018).
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Figura 3. Estrutura tronco-conica da ciclodextrina.
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Fonte: LOFTSSON, 1996.

Ao longo dos estudos, notou-se que estes oligossacarideos séao
biodegradaveis e nao apresentam toxicidade para o organismo humano, e isso
despertou interesse na aplicacdo tanto em produtos nutricionais como medicinais.
Com isso, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou seu uso, expandindo a
incorporagao da CD nas industrias farmacéuticas e alimenticias. Atualmente o uso
dessa substancia tornou-se efetivo na producdo de medicamentos, e agéncias
reguladoras da Europa, Estados Unidos e Japdo ja aprovaram inumeras
formulagées com ciclodextrina, tais como Nitropen® (Japao), Omebeta® (Europa),
Cardiotec® (EUA), Brexin® (Europa e Brasil), Clorocil® (Europa) e Aerodiol®
(Europa) (LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

A inclusdo de compostos bioativos na ciclodextrina pode ser uma estratégia
plausivel para minimizar problemas como instabilidade e baixa solubilidade, muito
frequentes em formulagbes contendo extratos e compostos vegetais. Os polifendis,
por exemplo, sofrem degradagdo pela agdo de fatores externos, como luz,
temperatura, PH e presenca de oxigénio, e por causa disso, tem sua eficacia
prejudicada. Outro exemplo sdo os terpenos, que tem sua biodisponibilidade limitada
devido a alta hidrofobicidade. Estudos anteriores revelaram que a complexagdo com
CDs promoveram melhora da estabilidade, bem como da solubilidade,
potencializando a atividade biolégica destes compostos (LANNA et al., 2016;
SHUKLA et al., 2020; ESCOBAR-AVELLO et al., 2021)

O ajuste espacial das CDs exerce papel fundamental na especificidade do

composto hdspede, pois as ciclodextrinas tendem a complexar-se com moléculas
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que tenham dimensdes similares a sua cavidade interna (SZEJTLI, 1998). Sendo
assim, moléculas pequenas que apresentam baixo peso molecular ou que tenham
uma cadeia lateral alifatica, tém maior facilidade em complexar-se com as aCDs, por
serem geometricamente compativeis. As yCDs tem maior afinidade com moléculas
maiores, como macrociclos e esteroides. Ja as BCDs tendem a formar complexos
com substratos que tenham cadeias aromaticas e heterociclicas (RAO et al., 2011).
Devido a essa compatibilidade geométrica, foi possivel concluir que a CD mais
adequada para a complexagao com o extrato etandlico de Mitracarpus frigidus é a
BCD, ja que os compostos de interesse para as atividades testadas sao os polifendis
e os triterpenoides presentes no extrato.

A complexagao com a CD ocorre de forma espontanea, por meio da interagao
da fracao lipofilica do composto a ser complexado, com a cavidade interna da
estrutura troncoidal (figura 4). O processo se da a partir de uma forga motriz exercida
pela liberacao de moléculas de agua da cavidade interna da ciclodextrina a favor da
reacdo, mas também existem outras forgas ndo covalentes que participam desse
processo, como: ligagdes de hidrogénio, de van der Waals, interagbes eletrostaticas,
liberacdo de deformagdo conformacional ou ainda interacées de transferéncia de
carga. Dessa forma, moléculas menos hidrofilicas que a agua sao atraidas para a
cavidade interna da CD formando um complexo de inclusdgo (BREWSTER;
LOFTSSON, 2007).

A partir dessa interagdo s&o iniciadas etapas energéticas que favorecem a
complexacdo. Inicialmente as moléculas de agua sdo deslocadas da cavidade
interna apolar da CD. As moléculas de agua ressolvatam o complexo, aumentando o
numero de ligagbes de hidrogénio. Com isso a forga repulsiva entre a fase apolar e a
fase aquosa é reduzida e as interagdes hidrofébicas sdo potencializadas conforme a
molécula héspede se adere a cavidade interna da CD (JAMBHEKAR; BREEN,
2016).
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Figura 4. Esquema de equilibrio dindmico de moléculas de ciclodextrina e

moléculas hospedes em ambiente aquoso.
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Fonte: MARAULO et al., 2021

Apesar da administracdo de medicamentos contendo ciclodextrina, por via
oral, ser aprovada por 6rgaos de diversos paises, € importante ressaltar que a CD
nao é absorvida pelo trato gastrointestinal, neste sentido, apenas o composto
hospede é absorvido apds ser liberado da cavidade interna da CD. Porém, durante
esse processo, o farmaco pode sofrer uma acao local e ndo ser absorvido para a
circulagao sistémica, quando isso ocorre pode causar efeitos indesejados (LIMA et
al., 2016).

Além de formulagdes orais, o uso de CDs em formulagdes de absorcao
através da mucosa também ja é bem consolidado e menos passivel de efeitos
colaterais. Diversos estudos demonstraram que o uso de CDs reduziu barreiras
metabdlicas e melhorou a liberagao e/ou permeacgéao do farmaco, sendo amplamente
utiizada em formulagdes nasais, oculares e dérmicas (IRIE & UEKAMA, 1997).
Algumas formulagbes ja conhecidas com o uso de ciclodextrinas séo: (Voltaren

Ophta® (Novartis); budesonida solubilizada com SBEBCD; BCD com betametasona

(LOFTSSON, 1996; MARTINS; VEIGA, 2002; JUG, 2020).

Com a complexagdgo do farmaco a CD é possivel aumentar a
hidrossolubilidade sem modificar sua estrutura molecular, facilitando a absorcao
através de barreiras biolégicas aquosas e mantendo, ao mesmo tempo, a
capacidade de permeacado das membranas lipidicas, dessa forma, o farmaco que
apresenta caracteristicas lipossoluveis permeara pela membrana, e a ciclodextrina,
por ser hidrofilica, ndo sofrera absor¢gédo (LOFTSSON, 1998; JANSOOK et al., 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Promover a caracterizagao fisico-quimica e avaliar as atividades antioxidante
e anti-inflamatdria do fitocomplexo formado com o extrato metandlico das partes
aeéreas de Mitracarpus frigidus (MFM) e B-ciclodextrina (8CD), a fim de melhorar a

estabilidade, solubilidade e a biodisponibilidade dos componentes ativos do extrato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Promover a incorporagdo do extrato metandlico das partes aéreas de M.
frigidus em B-ciclodextrina;

e Verificar a ocorréncia da formagdo de complexo supramolecular entre os
constituintes do extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus e (-
ciclodextrina por meio de docking molecular, microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV).

e Verificar o aumento da estabilidade térmica do fitocomplexo em relagdo ao
extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus através da analise térmica
diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA).

e Verificar o0 aumento de solubilidade do fitocomplexo em relagcdo ao extrato
metanolico das partes aéreas de M. frigidus através do teste de solubilidade.

e Caracterizar a formacao de nanoprecipitados por fotometria de espalhamento
de luz dindmico (DLS), determinagédo da condutividade elétrica e do Potencial
Zeta (P2);

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato metandlico das partes aéreas de M.
frigidus e de seu fitocomplexo;

e Avaliar a viabilidade celular do extrato metandlico das partes aéreas de M.
frigidus e de seu fitocomplexo;

e Avaliar a atividade anti-inflamatdria in vitro do extrato metandlico das partes

aéreas de M. frigidus e de seu fitocomplexo.
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4 MATERIAIS E METODOS
41 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As partes aéreas de Mitracarpus frigidus foram coletadas em Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil, nas coordenadas geograficas -43.38223, -21.78073, em
maio de 2011. A planta foi identificada pelo Dr. Vinicius Anténio de Oliveira Dittrich,
do Departamento de Botanica/UFJF. Um exemplar de comprovante (CESJ 46076)
foi depositado no herbario Leopoldo Krieger, na Universidade Federal de Juiz de
Fora (A032F41-23 SISGEN/BRASIL).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO METANOLICO (MFM)

As partes aéreas de Mitracarpus frigidus foram secas em estufa com
circulagao forgada de ar a 40 °C e pulverizadas, para obtengdo do material vegetal
seco, e obteve-se uma massa de 1000 gramas. O material foi extraido por
maceracao estatica com metanol (MeOH) a temperatura ambiente (5 x 1000 mL). O
extrato foi concentrado a pressao reduzida utilizando rotaevaporador. O solvente foi
evaporado resultando em um extrato com rendimento de 10%. Por meio dessa
extracdo obteve-se o extrato metandlico das partes aéreas de M. frigidus (MFM). O
extrato ja & padronizado por HPLC (FABRI et al., 2012).

4.3 PREPARACAO DO FITOCOMPLEXO

O fitocomplexo supramolecular de MFM e BCD (MFM/BCD) foi preparado pelo
método de coprecipitagao combinado com liofilizagdo (OZDEMIR,;
ERKIN, 2012; LANNA et al., 2016). Para a preparagdo do fitocomplexo foram
pesados 1,0 g de MFM e 1,0 g de BCD. BCD foi solubilizada em 50 mL de agua
destilada e MFM em 50 mL de etanol. Posteriormente, verteu-se o extrato, ja
solubilizado, na solugdo de BCD em agitacdo. A solugcdo formada permaneceu em
agitacao por 24 h em temperatura ambiente e sob prote¢do da luz. Apds esse tempo,
a solugcdo formada passou por um evaporador rotatério de marca BUCHI
Labortechinik AG (V-700) a 50 °C. Depois o fitocomplexo foi submetido a
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congelamento a 80 °C, liofilizado e armazenado em frasco de vidro limpo, seco e
tampado, sob protecéo da luz.

Para a realizacado dos testes bioldgicos foi utilizado o dobro da quantidade do
fitocomplexo supramolecular em relagdo ao extrato puro, para possibilitar a
comparacao equivalente de substancias bioativas presentes entre eles.Sendo assim,
2 mg do fitocomplexo supramolecular equivale a 1 mg de extrato puro e 1 mg de

BCD, obtendo a proporg¢ao de 1:1.

4.4 DOCKING MOLECULAR

B-Ciclodextrina (BCD) foi extraida do arquivo PDB 3CGT (TOM et al., 2020),
do Banco de Dados de Proteinas RCSB e teve suas energias minimizadas, sua
estrutura parametrizada no software Avogadro v.1.1 e preparada no AutoDock,
ferramentas onde os hidrogénios da molécula foram adicionados e o arquivo pdbqt
foi gerado. A partir de uma revisdo bibliografica, foram selecionados todos os
compostos ja isolados e/ou identificados por UPLC/MS, das partes aéreas de
Mitracarpus frigidus, tais compostos sao, acido clorogénico, clarinosideo e 2-
azaantraquinona (FABRI et al., 2021); acido ursdlico, ursolato de metila, rutina,
campferol-3-O-rutinosideo, e psicorrubrina (LEMOS et al., 2020; FABRI et al., 20123,
2014b). A caixa de grade usada foi: caixa central com dimensdes de 20 x 20 x 20,
coordenadas de X = 0,065, Y = 77,23 e Z = 173,031, e espacamento de 0,375 A. O
docking molecular foi realizado com AutoDock Vina. O programa forneceu varios
modelos acoplados viaveis (9 poses) que foram avaliados no software Pymol 2.4.1®.
Foi selecionada a estrutura mais plausivel com base nos parametros energéticos e

nas interagdes formadas entre o BCD e os ligantes.

4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FITOCOMPLEXOS

4.5.1 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (IV)

Para identificar os principais constituintes de MFM e a interacdo entre esses
constituintes e a BCD, realizou-se espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (IV) no estado sdlido. Os espectros de infravermelho das amostras
(MFM, MFM/BCD e MF) foram obtidos no modo de transmissdo usando

o espectrometro Perkin-Elmer, modelo Spectrum Two ™, com transformada de
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Fourier. As misturas mecanicas das amostras foram preparadas em proporcédo 1:1 e
homogeneizadas em um gral. Apos esta etapa, foram acondicionadas em tubos de
eppendorf’ e armazenadas em geladeira.

Os espectros foram obtidos em acessoério de refletancia total atenuada (ATR)
da marca PIKE acoplado ao espectrobmetro. Apds a aplicacdo direta de cada
amostra, pura ou combinada com BCD, sobre a superficie de diamante do mdédulo de
ATR, os espectros foram obtidos como a média de 16 varreduras consecutivas, com
resolugdo de 2 cm™' e adquiridos em um intervalo de nimero de onda de 4000 a 400
cm-'. Para a aquisigédo dos espectros foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum
ES (versédo do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados foram entdo exportados para o

MicrocalOrigin 8.0°.

4.5.2 Analise térmica diferencial (DTA) e analise termogravimétrica (TGA)

A andlise (TGA) foi realizada utilizando o médulo STAGA-DTA STA7200RV
da HITACHI, acoplado a um sistema de fotovisualizagdo. Os dados foram
registrados para MFM, BCD, MFM/BCD e sua mistura fisica (MF) na razao de peso
de 1:1. Os experimentos foram realizados utilizando uma atmosfera dindmica de ar
de 50 mL/min, uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e sensibilidade de 1,0 °C.
Para cada experimento, foram utilizados aproximadamente 2 mg de amostra, que foi
colocada em ambiente aberto (DENADAI et al., 2006; LANNA et al., 2016).

4.5.3 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia das amostras (BCD, MFM/BCD e mistura fisica (MF)) foi
analisada através de fotomicrografias eletronicas, obtidas por microscépio eletrénico
de varredura (JEOL JSM-6390LV, Toquio, Japao). Para isso, as amostras foram
pulverizadas em fitas de dupla face de carbono sobre stubs metalicos, e metalizadas
com ouro sob vacuo (Leica EM SCD 050), posteriormente foram analisadas em
aumentos de 500x e 3000x. As andlises foram realizadas no Laboratério
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugdo do Instituto de Fisica da

Universidade Federal de Juiz de Fora.
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4.6 ENSAIO DE SOLUBILIDADE

A solubilidade dos compostos presentes nas amostras foi mensurada pelo
método proposto por Higuchi e Connors (1965), com modificagdes. Inicialmente
pesou-se cinco eppendorfs contendo 1 mg de MFM, cada, trés eppendorfs contendo
1 mg de BCD, um eppendorf contendo 2mg de BCD e um eppendorf contendo 3 mg
de BCD, a fim de obter cinco concentragcbes de MFM/BCD, em diferentes razdes
massicas. A BCD foi diluida em agua, e obteve-se as concentracdes de 0,025; 0,05;
0,1; 0,2 e 0,3 mg/mL, respectivamente. As solugdes de BCD foram colocadas em
agitagdo e em seguida verteu-se 1 mg de MFM em cada solugcéo de BCD, obtendo-
se as razdes massicas de 0,25: 1; 0,5: 1; 1: 1; 2: 1 e 3: 1. As solucgdes finais foram
deixadas em agitagdo por 24 h em temperatura ambiente e sob protegdo da luz.
Apols esse tempo, as solugdes foram filtradas em mebranas PTFE com espessura
de 0,45 um. A varredura dos filtrados foi realizada em cubeta de quartzo em
espectrofotometro UV-vis (ThermoScientificSkanlt® Multiskan GO, software 3,2), na
faixa de comprimento de onda entre 200-400 nm. Apds, foram realizados os
doseamentos de terpenos pelo método descrito por Pedrosa et al (2020), e de fenois
pelo método de Folin Ciocalteu (DOWD et al., 1959; FOLIN, CIOCALTEAU 1927).

Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

47 ANALISE POR CONDUTIVIDADE ELETRICA, FOTOMETRIA DE
ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) E POTENCIAL ZETA (ZP)

4.7.1 Diametro hidrodinamico do fitocomplexo por DLS

Para realizar estes experimentos, as amostras soélidas foram dissolvidas
inicialmente em etanol, mantendo a concentragéo de 0,0033 g/mL para o extrato e
0,0067 g/mL para o fitocomplexo (com mesma concentragdo nominal de extrato). A
partir dessa solugao pipetou-se 50 pL na cubeta de polietiieno e 2 mL de agua
deionizada, obtendo uma suspensao final de nanoprecipitados de extrato etandlico a
8,04 x 10-5 g/mL e fitocomplexo a 1,63 x 10-4 g/mL (8,04 x 10-5 g/mL de extrato +
8,04 x 10-5 g/mL de BCD).

Um analizador de particulas Malvern Zetasizer Nano ZS usando células
quadradas de polietileno foi usado para medir o didametro hidrodindmico médio (Dn)

dos nanoprecipitados hidrofébicos de MFM e MFM/BCD, por meio de experimentos
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de dispersdo dindmica da luz (DLS). Em uma cubeta de polietiieno de 1 cm de
caminho Optico, padrao Malven, as solugcbes foram submetidas a uma luz
monocromatica (laser de 4 mW He — Ne, comprimento de onda 633 nm) e a
intensidade da luz dispersa foi medida em um angulo de 90 °. Os valores
de Dn foram determinados por titulagdo de um MFM 30 g/L ou MFM/BCD 1:1 p/p 60
g/L em 1,5 mL de agua milli-Q pura, com 42 incrementos de 5 L, a 25 °C. Cada
ponto foi a média de cinco medidas independentes, cada uma delas obtida como a
média de 30 contagens (LANNA et al., 2016).

4.7.2 Potencial zeta e condutividade elétrica do fitocomplexo

Experimentos de potencial zeta (PZ) e condutividade elétrica também foram
realizados por titulagdo, em condicbes semelhantes, descritas nos experimentos
DLS. Para esse fim, foi utilizado o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90. O PZ
foi determinado por meio da técnica de Microeletroforese a Laser Doppler, no angulo
de dispersao de 173 °, utilizando um capilar descartavel dobrado em células
(DPS1060). Os valores de PZ foram calculados como a média de dez medidas
independentes, cada uma delas obtida como a média de 30 contagens (LANNA et
al., 2016).

4.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.8.1 Ensaio de reducgao do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH)

O potencial de redugcdo de radical livre foi determinado com base na
capacidade da amostra de reagir com o radical livre DPPH estavel (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Em uma placa de 96 pogos foram adicionados, 100 pL de
solugbes a 1 mg/mL do extrato e de BCD e a 2 mg/mL do fitocomplexo.
Posteriormente, as amostras foram diluidas sucessivamente em 50 pyL de metanol,
em seguida adicionou-se 150 pL de solugdo de DPPH (na concentracdo de 20
pMg/mL em metanol) e assim obteve-se concentragdes entre 250 e 0,49 pg/mL. Em
seguida, a placa foi incubada ao abrigo da luz durante 30 min. Apds esse periodo, a
absorbancia foi mensurada a 517 nm no espectrofotdbmetro. O branco foi preparado
da mesma maneira que as amostras, utilizando-se metanol ao invés da solugédo de

DPPH. Rutina foi usada como controle positivo, preparada da mesma forma que as
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amostras. Foi realizada também a medida da absorbancia do DPPH sem as
amostras para o controle negativo. Os testes foram realizados em ftriplicata e a
porcentagem (%) de inibicdo de oxidagao do extrato e fitocomplexo foi calculada da

seguinte maneira:

Equacéo 3:

AbSpranco—AbSamostra x 100
AbSpranco

% inibigdo =

onde, AbsSbranco: absorbancia mensurada do branco; AbsSamostra: absorbancia
mensurada das amostras.

A partir dos resultados obtidos na equacéao 3, foi determinada a concentracao
inibitéria de 50% (Clso) em pg/mL, que é a quantidade necessaria da amostra para
reduzir em 50% o potencial oxidante do DPPH. Os dados foram apresentados em

comparagao com o controle positivo e reportados como a média * desvio padrao.

4.8.2 Sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada através
do método B-caroteno/acido linoleico descrito por Melo e Mancini Filho (1989), com
algumas modificagbes. A emulsdo contendo o B-caroteno e o acido linoleico foi
preparada adicionando a um erlenmeyer, 30 uL de acido linoleico, 265 puL de Tween
40, 500 uL de diclorometano e 100 uyL da solugcdo B-caroteno a 10 mg/mL em
diclorometano. Essa preparacao foi submetida a evaporacdo em nitrogénio gasoso
para eliminacdo completa do diclorometano. Adicionou-se 30 mL de agua destilada,
previamente saturada com oxigénio durante 1 h. Apds, agitou-se vigorosamente a
solucao e mediu-se a absorbancia da emulsdo em 470 nm, ajustando seu valor entre
0,6 e 0,7. Solugdes de estoque de 1 mg/mL de MFM e do controle positivo (rutina) e
2 mg/mL do fitocomplexo foram preparadas em metanol obtendo-se concentragdes
que variaram de 1000,00 a 31,25 yg/mL. Em seguida, adicionou-se 250 uL da
emulsdo e 10 yL das amostras e do controle em microplacas de 96 pocos, obtendo-

se concentracdes finais de 38,46 a 1,20 pg/mL, para cada amostra. O controle
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negativo foi realizado com 250 uL desta emulsdo e 10 yL de metanol para
determinar o 100 % de oxidagado. Todo experimento foi realizado em triplicata.

A microplaca foi incubada a 45 °C para acelerar as reacbes de oxidagao e,
em seguida, despigmentar o B-caroteno. A absorbancia foi lida 470 nm em intervalos
de 15 min até completar 120 min de reagdo. Os resultados foram medidos
calculando a porcentagem de inibicdo, a queda da absorbéancia das amostras (Aam)
foi associada a queda da absorbancia do controle negativo (Acn), dessa forma
obteve-se a porcentagem de inibicdo da lipoperoxidagcdo (%l/), representada na
férmula abaixo.

A curva de oxidacdo entre o controle negativo, as amostras e o controle
positivo foram calculadas pela tangente para encontrar os valores F1 (capacidade de
formagao de perdxido) entre 15 e 45 min apds o inicio da reagao e F2 (capacidade
de inibir outras reag¢des durante o processo oxidativo) entre 75 e 90 min apds o inicio
da reacao de oxidagao foi avaliada entre as amostras / rutina e controle negativo por
célculo da tangente (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Todas as experiéncias foram

realizadas em triplicata.

Equacéo 4.
tg _ Abs(15') — Abs(45") tg _ Abs(75") — Abs(90")
45-15 90-75
tgAcn tgAcn

%1=“C’:ﬂx1oo
cn

Onde, Acn: absorbancia mensurada para o controle negativo; Aam: absorbancia
mensurada para a amostra; % [: porcentagem de inibicado da lipoperoxidagao; tg:

tangente.
4.8.3 Inibicao da formagao de malondialdeido

A determinacao da peroxidagao lipidica pela quantificacdo de malondialdeido

(MDA) foi baseada no método descrito por Osawa et al. (2005) com algumas
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modificagdes. As concentragdes utilizadas foram 5,0; 10 e 20 mg/mL em metanol de
MFM, controle positivo (rutina) e BCD, e 10, 20 e 40 mg/mL do fitocomplexo.
Inicialmente foram preparados os homogenatos de cada amostra. Para isso, foi
adicionado em cada béquer 25 g de carne moida bovina com baixo teor de gordura,
17 mL de agua destilada e as amostras soluveis. Os homogenatos foram aquecidos
em chapa aquecedora até o aparecimento da coloragdo “amarronzada” (carne
cozida). Em seguida, o volume de agua foi completado q.s.p. 100 mL e procedeu-se
a homogeneizagao, obtendo-se as concentragdes nominais de extrato de 10, 20 e
40 mg/mL. Posteriormente, foram transferidos para frascos ambar vedados e
armazenados sob refrigeracdo a 5 °C durante 7 dias. Para a quantificacdo de MDA,
foram realizadas leituras das absorbancias dos dias 0, 2, 4, 6 e 8. Em cada tubo de
ensaio foi adicionado 0,5 g de homogenato, 50 yL de BHT, 2,5 mL de acido fosférico
a1 % e 1,25 mL de acido tiobarbiturico (TBA). As solugcdes foram aquecidas por 15
minutos em banho-maria a 100 °C e em seguida submetidas ao banho de gelo por
10 minutos. Apos o resfriamento, adicionou-se 3 mL de butanol em cada tubo e
centrifugou a 4000 rpm por 5 minutos. Logo apds, aliquotas de 200 uL do
sobrenadante foram adicionadas a microplaca de 96 pogos e procedeu-se a leitura
em espectrofotdbmetro UV-Vis (ThermoScientificSkanIt® Multiskan GO, software 3,2)
a 535 nm. Foi realizada a curva padrao de MDA e, a partir desta, determinou-se a
quantidade de MDA formada apds tratamento com as amostras. Como controle
negativo (100 % de oxidacdo), foi utilizado um homogenato apenas com adi¢édo de

metanol. O experimento foi realizado em ftriplicata.

4.9 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO
4.9.1 Linha celular RAW 264.7

Macréfagos murinos (RAW 264.7) foram adquiridos no banco de células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em meio
Dulbecco'sModified Eagle Medium(DMEM), suplementado com antibiéticos penicilina
(100 Ul/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) e soro fetal estéril de bezerro (FCS) 10%
a 37 °C sob atmosfera de 5% de COs2.
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4.9.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular na presenga de BCD, MFM e MFM/BCD foi determinada
usando o ensaio MTT (MOSMANN, 1983). As células RAW 264.7 (1 x 10*células /
poco) foram semeadas em microplacas de 96 pocgos e incubadas durante 24 h antes
do tratamento com BCD, MFM e MFM/BCD. Os grupos foram tratados com
varias concentragdes (25, 50, 75 e 100 ug/mL) a 37 °C por 44 h. Em seguida, foi
adicionada solugéo de MTT (5 mg/mL em meio isento de soro, 20 uL/pogo) em cada
poco e seguida de incubagao por 4 h. Finalmente, a solugdo de MTT foi removida e
os cristais formados por reducdo de MTT foram solubilizados em
200 uL de d imethyl sulféxido (DMSO). A absorbancia foi medida a 540 nm,
utilizando um leitor de microplacas (ThermoScientific® - MULTISKAN GO, Waltham,
MA, EUA) e os valores foram calculados em comparagdo com as células controle.
Para o calculo da viabilidade celular (%) dos macrofagos utilizou-se a seguinte

equacao 5:

Equacéo 5:

AbS(Amostra)

% de células vidveis = x 100

AbS(DMSO0 0,5%)

onde, Abs (amostra) = absorbancia mensurada apos tratamento das células com
as amostras; Abs (pmso 0,5%) = absorbancia mensurada apos tratamento das células
com DMSO a 0,5% (veiculo).

4.9.3 Producgao de 6xido nitrico

A produgao de oxido nitrico (NO) foi indiretamente determinada pela reagao
de Griess para medir a concentragdo de nitrito no meio de cultura (TSIKAS,
2007). Células RAW 264.7 foram semeadas em microplacas de 96 pogos a uma
densidade de 8 x 10%células / poco e foram incubadas durante 24 h. As células
foram expostas a 100 ng/mL de LPS e concentragbes de 25, 50, 75 e 100ug de
BCD e de MFM e MFM/BCD (concentragdes nominais de extrato) durante 48 h. O
sobrenadante da cultura (100 pL) foi misturado com reagente de Griess (100 L, 1%
de sulfanilamida, 0,1% de N-[1-naftil]- etilenodiamina em acido fosférico a 5%) e
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incubado a temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida a 540 nm
(ThermoScientific® - MULTISKAN GO, Waltham, MA, EUA). A concentracdo de NO
foi determinada usando uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO2) na
concentracao de 200 M (GUEVARA et al., 1998).

4.9.4 Zimograma

As atividades enzimaticas de MMP-2 e MMP-9 presentes nos sobrenadantes
da cultura foram submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida (solugao
de acrilamida- bisacrilamida a 10% T 30% C 2,7%, gelatina contendo 2 mg/mL) em
Tris-glicina (25 mM/192 mM ) pH 8,3 contendo dodecilsulfato de sédio (0,1%). As
células (8 x 10* células/pogo) foram cultivadas em placa de 96 pogos. Apds 24 h, as
células foram expostas a 100 ng/mL de LPS com varias concentragdes de BCD,
MFM e MFM/BCD por 48 h. Os sobrenadantes foram coletados e misturados com
quantidades iguais de 2 x tampao de amostra SDS contendo 125 mM de Tris-Hcl,
4% de SDS, 20% de glicerol e 0,001% de azul de bromofenol na auséncia
de agente nao redutor. Apds a migragao, os géis foram lavados com Triton X-100
(2%) e incubadas com Tris-HCI, pH 8,2 a 50, contendo 5 mM de CaClz2, 1 uM de
ZnCl 2 e durante 24 h a 37 °C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue
R-250 (0,5% de corante, 30% de metanol, 10% de acido acético) e descorados (30%
de metanol, 10% de a&acido acético) (MIURA et al., 1995; SHAPIRO; KELLEY;
KOBAYASHI, 2001). A atividade das gelatinases foi evidenciada como regides
brilhantes (branqueadas) no gel. Para medir as intensidades das bandas, foi

utilizado o programa TotalLab Quant®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DOCKING MOLECULAR

Por meio de uma simulagdo computacional utilizando estruturas
tridimensionais, foi possivel prever as interacbes mais provaveis e com maior
energia de afinidade entre a ciclodextrina e a molécula hospede. Apesar de MFM ser
um extrato complexo composto por uma variedade de substancias, simulamos a
complexacéao a partir de compostos ja identificados no extrato (Figura 5), e assim, foi
realizada a avaliacdo dos tipos de interacédo e quais compostos do extrato tém maior
Afinidade com a cavidade da BCD.

Figura 5. Docking molecular entre BCD e compostos identificados de MFM.

A. Acido clorogénico/BCD B. Acido ursélico/BCD

-/:"J.
”j{' St

R 4
fj E e
|

'
T
e

),
R

!

C. Ursolato de metila/BCD D. Rutina/BCD

oy




41

E. 2-Azaantraquinona/BCD F. Scopolentina/BCD

G. Clarinosideo/BCD H. Kaempferol-30-
rutinésido/BCD

A anadlise de docking molecular apresentou possiveis formas de interagéao
entre compostos presentes em MFM e a BCD, porém ¢é importante ressaltar que a
forma de complexagdo apresentada foi realizada com os compostos isolados,
portanto, ndo retrata o que de fato ocorre com o extrato, apenas permite visualizar
se os compostos interagem com a BCD. Neste sentido, todas as substéancias
testadas tiveram uma inclusdo parcial ou total com BCD (Tabela 1). Para os
compostos com maior tamanho (Rutina, Kaempferol-3O-rutinésido e Clarinésido) o
docking mostrou inclusdo parcial na cavidade BCD, por ligagdes de hidrogénio,
enquanto as demais substancias realizaram inclusao total por liga¢cdes de hidrogénio
e interacdes hidrofdbicas. Rutina, kampferol-3O-rutinosideo e acido ursoélico foram

as substancias com maior energia de interagcao (Kcal/mol) com a BCD (Tabela 1).
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Tabela 1. Energia de afinidade (kcal/mol) e possiveis interagbes entre CD e

compostos identificados de MFM.

Compostos Energia Interago c ges
(kcal/mol) (ligagoes de Hidrogénio e interagoes
hidrofébicas)
Acido ursélico -6,5 G4: C=0; HI
Ursolato de metila -5,5 HI
Escopoletina -5,2 G3: OH; G7: C=0
Rutina -7,2 G1: OH; G2: OH; G3: OH; G5: C=0; G7:0H
Psichorubrina -5,3 G4: C=0; G7:C=0
kaempferol-30-rutinosideo -7,0 G1: OH; G5: OH; G7: OH
Clarinosideo -5,7 G2: OH; G3:0H; G7: OH
Acido clorogénico -6,2 G1: OH; G5: C=0; G6: OH; G7: OH
2-Azaantraquinona -5,1 G4:C=0; G7: C=0

G, Unidade glicosidica, C, Carbono; O, Oxigénio; H, Hidrogénio, HI, Interagbes hidrofébicas.

Este estudo mostrou que as moléculas com melhor capacidade de
complexacdo foram o acido ursolico e os flavondides rutina e kaempferol-30-
rutinoside. Os dados revelam interacbes promissoras desses compostos,
corroborando dados ja descritos na literatura. O acido ursdlico, por exemplo, possui
um grupo carbonila que tem a capacidade de se ligar a cavidade BCD (atomo de O
no grupo carbonila do acido ursolico e atomo de H ligando-se ao atomo de C na
BCD) através de ligagdes de hidrogénio intermoleculares e Van der Waals interagoes
(HUANG et al., 2017).

Os flavondides glicosilados por sua vez, podem ter duas formas de
complexacado parcial dentro da BCD, uma delas consiste na entrada do nucleo
aromatico na cavidade, enquanto a outra consiste apenas na entrada dos anéis
glicosidicos (PACZKOWSKA et al., 2017). Em nossos estudos observamos que a
conformacdo com melhor estabilidade e energia de afinidade foi aquela em que
apenas os anéis glicosidicos realizam a complexacdo dentro da cavidade, por
ligacédo de hidrogénio (atomo de O nos grupos hidroxila e atomo de H ligando-se ao

atomo de C em BCD). Este fato pode ser explicado devido as caracteristicas
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estruturais do agucar presente na rutina e no kaempferol-30-rutinosideo, a raminose
de porgao glicosidica possui um grupo hidrofébico (grupo metil) (NEU et al., 1992)
que poderia levar a entrada dos anéis glicosidicos dessas substancias na cavidade

interna da ciclodextrina que também possui caracteristicas hidrofébicas.

5.2 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO FITOCOMPLEXO

A complexagao de MFM com a BCD tem o objetivo de melhorar a solubilidade
e estabilidade do extrato, a fim de potencializar sua atividade bioldgica.

A caracterizacdo das amostras € utilizada para confirmar a formacgao de
complexos supramoleculares, ja que os compostos de inclusdo sofrem mudancas
em suas propriedades fisico-quimicas ao se complexarem. Este fenbmeno ocorre a
partir da interagdo de moléculas ou de sua fragao hidrofébica com a ciclodextrina,
por meio de ligagdes com grupos C-H presentes na cavidade da CD (LOFTSSON et
al., 1996; SZETJLI, 1998). Quando esta interagdo acontece na presenga de agua
esse processo ocorre de maneira mais intensa, pois ao mesmo tempo em que
moléculas hidrofébicas se ligam a cavidade interior das CDs, moléculas de agua sao
eliminadas desse ambiente gerando contribuicbes entalpicas e entropicas, ja que a
agua presente na cavidade da CD, ao ser liberada em meio aquoso, tendem a
formar ligagcdes de hidrogénio estaveis, e isso gera valores exotérmicos de entalpia
(AH < 0), ao passo que as moléculas passam a ter liberdade conformacional e
translacional, aumentando dessa forma a entropia. Com isso, a formacao de
nanoprecipitados hidrofébicos ocorre espontaneamente (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; DENADAI et al., 2007).

5.2.1 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia de superficie das amostras foi observada através de MEV. A
partir da figura 6 € possivel observar as amostras BCD, MF e fitocomplexos em
diferentes aumentos. A imagem da BCD apresentou diferentes tamanhos de cristais
com pequenas particulas aderidas a superficie. Tal morfologia ja € bem descrita na
literatura (WANG et al., 2011; GUIMARAES et al., 2015). Ja as imagens do
complexo de inclusdo e da mistura fisica sofreram algumas mudancgas. Em relagéo a

MF, pode-se observar que as bordas das particulas apresentaram-se mais



44

arredondadas e irregulares. Quanto ao fitocomplexo, sdo observadas mudancgas
muito mais acentuadas na morfologia das particulas, que se apresentaram em
aglomerados homogéneos e em tamanho visivelmente menor. Essas alteragdes na
morfologia das estruturas para o fitocomplexo sao uma forte evidéncia da formacéao
de complexo de inclusdo. Um estudo realizado com o complexo de inclusdo do 6leo
essencial de Lippia graveolens Kunth. com BCD, utilizando o método de

coprecipitacdo, apresentou resultados similares (BARBIERI et al., 2018).

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura nos aumentos de 500x e 3000x.
(AeB)-BCD (CeD)-MF (EeF)-MFM/BCD
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5.2.2 Caracterizagao espectroscopica de inclusao do fitocomplexo por

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O objetivo da espectroscopia de absorgdo no IV é determinar os principais
grupos funcionais presentes em um material. Os grupos funcionais absorvem em
diferentes frequéncias caracteristicas de radiagdo na regido do IV, dessa forma é
possivel identifica-los a partir de um padrao ou material desconhecido analisando o
espectro obtido. Assim é possivel determinar se houve complexagado entre a
molécula héspede e a BCD a partir das bandas desta molécula, que ao se complexar
podem se deslocar ou sofrerem alteragcdes na intensidade (ZANG et al., 2009).

Os espectros de FTIR de MFM, BCD, MFM/BCD e MF (Figura 7) foram
usados para confirmar a formacao do complexo supramolecular no estado sélido. As
bandas de BCD estdo de acordo com aquelas previamente descritas na literatura
(Egyed, 1990). Com absorgdes principais em 3391, 2929, 1157, 1179, 1022 e 941
cm', que correspondem ao alongamento simétrico e antissimétrico de v[OH], "[CH2],
v[C-C], vibracdo de flexdo de "[O-H], e a vibragédo esquelética envolvendo (ligagao
a-1,4).

Figura 7. Espectros no infravermelho por trasformada de fourier das amostras
MFM, MFM/BCD, MF e BCD.
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O espectro MFM apresentou uma banda forte e larga a 3371 cm™' atribuida
aos grupos N-H e O-H, como as ligagbes de hidrogénio dos compostos fendlicos.
Uma banda baixa e larga foi encontrada em 2105 cm-!, que foi atribuida como um
pico caracteristico de grupamento isotiocianato. Outras bandas de absorgao
principais foram encontradas em comprimentos de onda (cm') de 2924 (CH de
alifaticos), 2855 (CH de aldeido), 1697 (C=O de amidas), 1608 (C = C de
aromaticos), 1513 (deformagéo angular de NH), 1443 (CH2 alifatico), 1354 (C=0 de
acidos carboxilicos), 1074 (C=0 de fendis), 817 (deformacéo fora do plano de C= de
alcenos) e 778 (deformacéo fora do plano de C=C de aromaticos) (SILVERSTEIN,
1991).

Na analise dos espectros MFM/BCD e da mistura fisica, algumas
peculiaridades podem ser observadas. As bandas 1688, 1608 e 1443,
caracteristicas de MFM, foram atenuadas nas duas misturas (MFM/BCD e mistura
fisica). A banda 3379, caracteristica do MFM, foi atenuada apenas na mistura fisica,
no MFM/BCD a banda sofreu estreitamento ou afinamento. As bandas 2924 e 1074,
referentes a MFM, em MFM/BCD foram sobrepostas por bandas caracteristicas de
BCD distantes, ao contrario da mistura fisica, em que as duas bandas ficaram mais
evidentes. Uma banda 1354, referente a um MFM, sofreu deslocamento (1373) em
MFM/BCD. Na mistura fisica o pico foi atenuado. As bandas 817 e 778, referentes a
MFM, praticamente desapareceram em MFM/BCD, prevalecendo apenas 0s picos
referentes a BCD nesta regido do espectro. A mistura fisica, em geral, apresentou
maior semelhanga com o espectro MFM e atenuou os picos referentes a um CD
nesta regiao.

A alteracdo de energia dos modos vibracionais pode causar o deslocamento
de bandas, e as variagdes de intensidade dessas bandas sugerem uma mudanga no
momento dipolo das ligagdes, caracteristico de interagbes intermoleculares
(OLIVEIRA, 2011; PAULA, 2020). Neste sentido, as alteragdes no deslocamento e
na intensidade de algumas bandas apresentadas, sugerem a existéncia de
interagcdes intermoleculares entre os compostos presentes no extrato e a
ciclodextrina, dando indicios de possivel complexacdo. Analises do espectro da
mistura mecanica demonstraram que as interagdes entre as amostras em contato na
fase solida foram menos intensas.

Em um estudo realizado com o complexo de inclusdo formado entre polifendis

e HP-BCD, obteve-se algumas alteragdes de bandas similares ao observado neste
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trabalho, principalmente em bandas referentes a grupos O-H (LI et al.,, 2019),
corroborando a hipotese de que este grupo funcional pode estar formando as
principais interacdes entre os polifendis do extrato e a BCD.

Outro estudo, que caracterizou as interagdes entre triterpendides e BCD
também observou alteragdes em bandas similares as visualizadas neste trabalho,
sugerindo a interagdo de grupos C-O, caracteristicos de terpenos, com a BCD
(SARUTA et al., 2010). Além disso, Fengzhu et al. (2012) demonstrou que bandas
caracteristicas de C=C do acido ursdlico interagiu com a BCD, o que também foi

observado neste trabalho.

5.2.3 Experimentos por analises térmicas (TGA e DTA)

Para avaliar a estabilidade térmica dos compostos, foi usada analise
termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA).

A curva TGA (Figura 8) para BCD mostra uma perda de massa de 16% na
faixa de 70-115 °C, correspondendo a liberacdo de aproximadamente doze
moléculas de agua. Na curva DTA, um pico endotérmico iniciado a =70 °C com
maxima a 95 °C, confirma a desidratacdo. Apds este evento, uma estabilidade
térmica de até =280 °C em ambos TGA e DTA foi observada, quando a
decomposi¢cédo de BCD se inicia. Estes dados corroboram a estabilidade térmica ja
descrita para BCD (KOHATA et al., 1993).

Figura 8. A) TGA e B) DTA. Curvas das amostras MFM, MFM/BCD, BCD e
MF.
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A curva TGA de MFM mostrou uma perda de massa complexa e continua
desde o inicio do aquecimento. Esse comportamento foi atribuido a perda de
compostos volateis. Imediatamente apds esta primeira temperatura de
decomposicédo, o MFM sofre outra perda de massa até sua calcinagao completa por
volta de 500 °C.

Para o composto de inclusdo supramolecular, o perfil térmico é diferente do
observado para precursores puros e mistura mecanica, como resultado das
interagbes no estado sélido. Na curva TGA pode-se observar que a amostra de
MFM/BCD perdeu 5% de sua massa até 109 °C, sendo esse fendmeno atribuido a
liberacdo de agua remanescente ou compostos volateis, como 6leos essenciais. A
curva DTA também mostra que tanto o MFM quanto o BCD tiveram suas fusdes
suprimidas, como resultado das interagdes intermoleculares. Além disso, acima da
temperatura de 109 °C, a perda de massa torna-se mais intensa para o MFM,
enquanto para o sistema MFM/BCD, as decomposi¢cdes se iniciam em uma
temperatura mais elevada. Para o sistema MFM/BCD, a maior perda de massa é
inicializada a 170 °C, diferente de MFM e MF.

As alteragdes nas curvas de TGA e DTA para o fitocomplexo sugerem
interacao intermolecular entre MFM e BCD. Além disso, foi possivel observar que a
inclusdo melhorou a estabilidade térmica do material, suprimindo a fusdo do extrato
e da BCD, e também aumentando a temperatura de decomposi¢cdo para o

fitocomplexo. Um estudo realizado com o extrato de Bryophyllum pinnatum (Lam.)
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incorporado a PCD apresentou resultados semelhantes, sugerindo que a
complexacédo com a BCD aumentou a estabilidade térmica do extrato (LANNA et al.,
2016).

5.3 CARACTERIZACAO COLOIDAL DE MFM E MFM/BCD

Medidas de potencial zeta, condutividade elétrica e diametro hidrodinamico
(por espalhamentode Iluz dindmico) permitem identificar a formagdo de
nanoprecipitados hidrofébicos (NPH) quando uma solu¢do dos compostos
dissolvidos em solvente organico é inserida em agua. Além disso, esses
experimentos permitem analisar o efeito da ciclodextrina na estabilizacdo dos NPHs

em suspensao.

5.3.1 Potencial Zeta

O potencial zeta (PZ) é fundamental para analisar a estabilidade de
nanoparticulas em suspensao. Esse parametro avalia as forgas eletrostaticas entre
as cargas das nanoparticulas dispersas no ambiente coloidal. Dessa forma, quanto
maior a repulsdo entre as particulas, melhor estabilidade e dispersao da formula, ja
que a forca de repulsdo entre elas previne a coalescéncia das mesmas. De maneira
geral, suspensdes que apresentam valores de PZ superiores a +30 mV ou inferiores
a -30 mV sao estaveis, ou seja, os valores entre -30 mV e +30 mV sao relacionados
a formulagdes instaveis e com tendéncia a sofrer floculacdo e separacédo de fases
por sedimentacdo (FERNANDEZ-NIEVES et al., 1999; NETALA et al., 2018).

A figura 9 apresenta a titulagdo com medidas de potencial zeta das solugdes
de MFM a 20 mg/mL e MFM/BCD a 40 mg/mL, ambos em DMSO, em agua tipo 1
(Milli-Q~). Como observado, os nanoprecipitados hidrofébicos formados pela adigao
da solugcado DMSO em agua apresentam valores negativos de PZ em toda a faixa de
concentracdo. Esses valores estdo de acordo com a presenga de espécies acidas
nas amostras. E importante ressaltar que em regime diluido, os &cidos fracos
apresentam alto grau de ionizagdo. Os valores negativos em baixas concentragdes
sugerem estabilizagédo coloidal de MFM ou MFM/BCD em um ambiente aquoso.

No entanto, a medida que a concentragdo aumenta, os valores de PZ tornam-

se menos negativos. Este fenbmeno deve-se ao menor grau de ionizagdo dos acidos
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fracos presentes nas amostras na presenca de concentragdes crescentes de DMSO
no ambiente. A Figura também mostra que a titulagdo PZ para o sistema MFM/BCD
se comporta melhor do que a titulagdo PZ para o sistema MFM. As variagcbes
observadas para o sistema MFM/BCD podem ser atribuidas a destruicao de
agregados apos titulacdo acima de 1,5 mg/mL, seguida de precipitacdo. Esses
dados corroboram a hipotese de que a complexacdo de MFM com BCD torna os
conjuntos mais coesos, devido a formacado de ligagdes de hidrogénio entre os
compostos de inclusao dentro das nanoestruturas.

Os dados mostram que acima da concentragéo préxima de 2,5 g/L, os valores
de PZ tendem a zero, sugerindo que os NPHs de extrato puro tem baixa estabilidade
coloidal acima desta concentragao. Por outro lado, os NPHs formados por MFM/BCD
tem um comportamento bem mais homogéneo durante a titulagcdo, sem qualquer

quebra na curva que sugira precipitacao.

Figura 9. PZ de MFM 20 g/L e MFM/BCD 40 g/L em agua a 25 °C.
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5.3.2 Condutividade elétrica

Esse parametro € utilizado para medir a capacidade das suspensdes de
nanoprecipitados hidrofébicos conduzirem corrente elétrica em funcdo da presenca
de ions dissolvidos ou liberados no meio, quando os nanoprecipitados sdo formados
(LANNA et al., 2016).
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A figura 10 mostra a titulagdo de condutividade elétrica de MFM a 20 mg/mL e
MFM/BCD a 40 mg/mL (mesma quantidade nominal de MFM) em agua. Conforme
observado nas curvas de titulacdo, ocorre um aumento da condutividade, que €
atribuido ao aumento da concentracdo de espécies ibnicas dissolvidas no solvente.
Essas espécies podem ser acidos fracos, como kaempferol-3 O-rutindsido, rutina,
acido ursolico e escopoletina identificados em MFM (FABRI et al., 2014a, 2014b). No
entanto, acima de 1,5 mg/mL, a curva de titulacdo de MFM sofre uma quebra
grosseira com PZ tendendo a zero, sugerindo separagdo de fases acima desta
concentragdo. A partir da curva de titulagdo MFM/BCD, o aumento da condutividade
manteve um comportamento muito mais suave dentro da faixa de concentragéo
analisada. Estes resultados podem ser justificados pela precipitagdo de MFM puro
nas mesmas concentragdes observadas na titulagcdo por PZ. Além disso, a auséncia
de inflexbes ou quebras na curva de titulacdo sugere que os NPHs de MFM/BCD,
embora sofram ionizagdo (ja que a condutividade elétrica aumenta com a

concentragao), apresentam maior estabilidade coloidal.

Figura 10. Condutividade elétrica de MFM 20 g/L e MFM/BCD 40 g/L em agua
a 25 °C.
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5.3.3 Diametro hidrodinamico por DLS —Dnx
A técnica de espalhamento de luz tem o objetivo de determinar o tamanho

médio das nanoparticulas suspensas. E possivel realizar a determinacao através de



52

um feixe de luz monocromatico com intensidade de luz espalhada, medida a um
angulo de 90°. Dessa forma é possivel observar a variagdo de tamanho de acordo
com o0 movimento dessas particulas, as maiores se movimentam mais lentamente, ja
as menores se movimentam mais rapidamente e cruzam a janela do detector mais
vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo (MALVERN, 2005; MURDOCK et al.,
2008). As flutuacdes de intensidade resultantes s&o utilizadas para calcular o
didmetro hidrodindmico (Dn) das particulas do sistema, independente do seu
formato, pois elas possuem hipoteticamente o didametro de uma esfera de mesmo
coeficiente de difusdo D. Portanto, foi utilizada a equacdo de Stokes-Einstein
(Equacao 6) (DENADAI, 2005):

Equacao 6:
_ kpT
6m1(Dp)

Onde, D é o coeficiente de difusdo, kB € a constante de Boltzmann, T € a
temperatura absoluta, 6mn € a viscosidade dinamica do meio, Dn € o diametro
hidrodindmico médio.

A figura 11 mostra as titulagdes Dn, medidas por DLS através da titulacao de
uma solugdgo DMSO de MFM a 20 mg/mL, e solugago DMSO de MFM/BCD a 40
mg/mL em 1,5 mL de agua, a fim de mensurar a mesma concentracdo nominal de
extrato nas duas titulagdes. Foi possivel observar que o tamanho aumentou
linearmente até 1,5 mg/mL para as duas amostras. Porém, para MFM, apds essa
concentragdo, um aumento irregular e quase exponencial de Dn foi observado,
enquanto para MFM/BCD o aumento foi mantido préximo da linearidade.

A partir dos resultados de potencial zeta, condutividade elétrica e diametro
hidrodindmico, observou-se que acima da concentracdo de 1,5 MFM inicia sua
precipitacdo. Neste sentido, as espécies presentes no extrato possivelmente formam
aglomerados, 0 que leva a perda de condutividade elétrica e aumento de tamanho
das particulas, levando consequentemente a coalescéncia do sistema coloidal, que
perde sua estabilidade. Por outro lado, MFM/BCD mantém sua estabilidade em
solucao, nao apresentando precipitagcao nessa faixa de concentragao. Esse efeito foi
atribuido a for¢ca de solvatacao exercida pela BCD, que aumentou a estabilidade
coloidal das nanoestruturas (LANNA et al., 2016).
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Figura 11. Titulagdo DLS das amostras MFM 20 g/L e MFM/BCD 40 g/L em

agua a 25 °C.
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5.4 ENSAIO DE SOLUBILIDADE

A solubilidade de fases € utilizada para avaliar o efeito de um composto na
solubilidade de outro. Neste sentido, o método foi utilizado para avaliar o possivel
aumento da solubilidade do extrato em meio aquoso apdés complexacdo, além de
prever as concentracdes de BCD ideais para promover tal melhoria. Porém, o extrato
metandlico de M. frigidus € uma matriz complexa, que consiste em um conjunto de
compostos atuando de forma sinérgica, e por isso, o diagrama de solubilidade de
fases nao pode ser realizado pelo método usual (HIGUCHI; CONNORS, 1965).

A varredura realizada por meio de espectrofotometria em UV-vis demonstrou
semelhanca entre MFM e seus fitocomplexos em todas as concentracbes testadas
(Figura 12). Comparar a disponibilidade dos principais compostos por meio dos
espectros de varredura é um desafio, devido a complexidade da composi¢cao do
extrato (FABRI et al., 2009, 2012a, 2014b; LEMOS et al., 2020). Ao analisar a faixa
de absorgdo dos compostos de interesse, nao foi observado alteracdes
caracteristicas, ja que a grande maioria de compostos fendlicos presentes no extrato

sdo glicosilados, e possivelmente, hidrossoluveis (FABRI et al., 2009). Além disso, os
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terpenos ndo apresentam grupo croméforo, e portanto, sua faixa de absorgao é
proxima da BCD e de outros possiveis compostos presentes no extrato, o que

dificulta a interpretagao dos resultados (EMILIA et al., 2018).

Figura 12. Varredura espectrofotométrica em UV-vis das solu¢des aquosas
filtradas de MFM e dos fitocomplexos supramoleculares nas proporgdes de 0,25:1;
0,5:1; 1:1; 2:01 e 3:1 de BCD/MFM.
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A analise da solubilidade foi efetuada por meio do doseamento dos
compostos de interesse. Neste sentido, foi realizada a analise dos teores de
terpenos e compostos fendlicos. A figura 13 mostra que o teor de terpenos foi
significativamente diferente entre o extrato e os fitocomplexos nas razées massicas
de 0.25:1; 0.5:1; 1:1; e 3:1, sendo que, as razdes massicas 0.5:1 e 1:1 apresentaram
a maior disponibilidade deste composto e ndo apresentaram diferenca significativa
entre si. Ja para o doseamento de compostos fendlicos, ndo foi observado diferenca

significativa entre o extrato e os fitocomplexos (Figura 14).
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Figura 13. Teor de terpenos das solugbes aquosas filtradas do extrato e

fitocomplexos supramoleculares nas concentragdes de 0,25:1; 0,5:1; 1:1; 2:01 e 3:1

de BCD/MFM
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Figura 14. Teor de fendis das solugdes aquosas filtradas do extrato e

fitocomplexos supramoleculares nas concentracdes de 0,25:1; 0,5:1; 1:1; 2:01 e 3:1

de BCD/MFM.
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N&o houve diferenca estatistica entre as amostras testadas (ANOVA seguida de Bonferroni, p >0,05).
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Na figura 13, a maior disponibilidade dos terpenos em BCD/MFM pode ser
justificada pela complexagdo destes compostos com a ciclodextrina, que promove
aumento da solubilidade aquosa de moléculas de baixa polaridade. A menor
concentracao de terpenos nas amostras 2:1 e 3:1 BCD/MFM, pode ser atribuida a
limitacdo de solubilidade da BCD, que sofre uma queda quando em concentragdes
molares acima de 2:1 mmol BCD/molécula-h6spede(KIM et al., 2019). Os compostos
fendlicos presentes em MFM sao principalmente glicosilados, portanto,
hidrossoluveis (FABRI et al., 2009), o que justifica a manutengdo da concentragao

de polifendis nos fitocomplexos.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO FITOCOMPLEXO

5.5.1 Avaliagao da atividade antioxidante

O estresse oxidativo pode causar sérios prejuizos ao organismo, podendo
oxidar biomoléculas e ocasionar a modificacdo e inativacdo destas, levando a
diversas situag¢des patoldgicas, bem como ao envelhecimento. Dentre as doengas
relacionadas a esta condi¢cao estdo: alguns tipos de cancer, doengas autoimunes,
doencgas degenerativas, diabetes mellitus, cardiopatias, dentre outras (BAGHIANI et
al., 2011; SOSA et al.,, 2013). O uso de antioxidantes exdégenos presentes
principalmente em frutas e vegetais, tém a capacidade de suprir a necessidade de
neutralizar o excesso de radicais livres em situagcdes em que a produgcdo dessas
espécies é exagerada (SEN et al., 2010; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA et al.,
2013).

O DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) € um radical que apresenta elevada
estabilidade, sua coloragao violeta intensa é conferida pela conjugacao de elétrons
desemparelhados por toda a molécula (ARNAO, 2000). Quando o DPPH sofre
reducdo pela agdo de moléculas doadoras de hidrogénio, ocorre o fendmeno de
emparelhamento de seus elétrons, o que altera a coloragdo do croméforo inibindo
sua absortividade (BRAND-WILLIAMS, 1995).

No ensaio de DPPH?- foi determinada a concentragéo inibitoria de 50 % (Clso)
em ug/mL, onde é determinada a menor concentragdo da amostra capaz de reduzir
em 50% o potencial oxidante do DPPH, dessa forma, quanto menor a concentragao
necessaria para reduzir 50% da acdo deste radical, melhor é considerado o

potencial da amostra em neutralizar radicais livres (BRAND-WILLIAMS, 1995).
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A atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH, para
MFM e MFM/BCD é demonstrada na tabela 2. Nesse ensaio, MFM/BCD e MFM
foram significativamente diferentes. MFM/BCD foi mais eficiente que o extrato em
neutralizar o radical, com Clso de 4,5 £ 0,2 pg/mL, enquanto MFM obteve Clso de 6,1
1 0,1 ug/mL. BCD néo apresentou atividade antioxidante nas concentragdes testadas
(Clso> 250 ug/mL) e a rutina foi significativamente diferente de MFM/BCD e MFM,
com Clso de 2,3 + 0,01 pg/mL.

Estes resultados podem ser atribuidos a alteragdes na capacidade de doagao
do atomo de hidrogénio, devido ao processo de complexacdo. Quando os
compostos de extrato, como flavonoides, sdo complexados com BCD, uma ou mais
ligacbes de hidrogénio podem ser formadas entre os atomos de hidrogénio das
hidroxilas fendlicas e os atomos de oxigénio presentes no interior da cavidade
hidrofdbica de BCD. Essas novas ligagdes enfraqueceram as ligagdes covalentes
entre o hidrogénio e o oxigénio das hidroxilas fendlicas e consequentemente,
suportam a doagéo de hidrogénio por este grupo. Além disso, o possivel aumento da
biodisponibilidade dos compostos na presenca de BCD favorece a interacédo entre os
constituintes antioxidantes e o radical DPPH (LANNA et al., 2016).

O potencial de inibicado da peroxidagao lipidica foi avaliado pelo método de
co-oxidagao do complexo B-caroteno/acido linoleico. Esse método é baseado na
despigmentacdo do complexo, que ocorre a partir da oxidagao lipidica do acido
linoleico, formando estruturas radicalares que atacam as duplas ligagbes do f-
caroteno, este perde seu croméforo resultando na sua descoloracdo. A adicdo de
antioxidantes bloqueia a oxidacao do acido linoleico, e com isso, inibe a formacao de
radicais livres durante esse processo, preservando a coloragdo do f-caroteno
(ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2012).

Neste sentido, a atividade antioxidante de MFM e MFM/BCD foi mensurada
por meio de: ) calculo de porcentagem de inibicdo, que neste caso, quanto maior a
porcentagem, melhor e a capacidade antioxidante da amostra, e Il) calculo da
eficiéncia antioxidante (F1 e F2), onde F1 é a capacidade da amostra de bloquear a
formacéao de perdxidos entre 15 e 45 min apds o inicio da reagao e F2 a capacidade
da amostra de inibir outras reacdes durante o processo oxidativo, que ocorre entre
75 e 90 min apos inicio da reagdo. Para que o desempenho antioxidante seja
satisfatério, os valores de F1 e F2 devem ser menores que 1 e proximos de 0
(NASCIMENTO et al, 2010).
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Na tabela 2 é possivel observar que todas as amostras, exceto CD, foram
capazes de inibir a oxidacdo do complexo pf-caroteno/acido linoleico na
concentragao de 38,46 ug/mL, sendo que o fitocomplexo (MFM/BCD) apresentou
maior porcentagem de inibicao (58.1 + 0.2) que MFM (45.2 £ 0.8) e a rutina (controle
positivo) (52.2 + 0.9). Além disso, ao analisar F1 e F2, nota-se que o extrato, o
fitocomplexo e a rutina mantiveram suas atividades durante todo o teste, com
destaque a MFM/BCD e rutina, que na primeira fase nao apresentaram diferenca
significativa e foram melhores que MFM na fase inicial do processo, onde a agéo se
da pelo bloqueio de radicais livres. Ja na segunda fase, MFM e MFM/BCD foram
significativamente melhores que a rutina e n&do apresentaram diferenca estatistica

entre si.

Tabela 2. Atividade antioxidante pelos ensaios de inibicado do radical DPPH e

inibicdo do sistema B-caroteno/acido linoleico para as amostras MFM, MFM/BCD e

rutina.
DPPH - I B-caroteno/acido linoleico (38,46 pg/mL)
Amostras >0
(ng/mL) Inibico (%) F1 F2
MFM 6,1£0,1>°¢ | 45,2+0,8%"¢ 0,67 £0,01%°¢ 0,68 +0,03°¢
MFM/BCD 4,5%0,2° 58,1+0,2° 0,3+0,001° 0,6 +0,05°¢
BcD >250 2,0 +0,001 1,3+0,04 0,97 £0,02
Rutina 0,4+0,01 52,2+0,9 0,4£ 0,01 0,9+0,02

a Estatisticamente diferente de MFM/BCD. ° Estatisticamente diferente de BCD. ¢ Estatisticamente
diferente da rutina (ANOVA seguida de Bonferroni, p <0,05). Todas as experiéncias foram realizadas
em ftriplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 15. Curva de oxidagao na presencga de veiculo (controle), rutina, CD,
MFM e MFM/BCD.
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a diferenca estatistica em relagdo ao controle; ® diferenga estatistica em relagdo a BCD; ©
diferenga com MFM; 9 diferenca estatistica em relagdo a rutina (ANOVA seguida por Bonferroni p <
0,05).

Por meio da curva de decaimento da oxidacdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico (Figura 15), foi possivel observar que MFM e rutina tiveram o mesmo perfil
de decomposicdo do sistema ao longo dos 120 minutos. Este fato pode ser
explicado pela semelhanga estrutural dos compostos fendlicos em MFM com a
rutina. Além disso, o perfil cinético de MFM/BCD teve sua curva mais atenuada do
que as demais amostras, sendo possivel observar uma constante entre 45 e 120 min
de teste.

Com o objetivo de melhor quantificar o efeito dos compostos na velocidade de
oxidagao do B-caroteno, os dados foram modelados segundo equagao exponencial

de primeira ordem (Equacao 6, forma diferencial e Equacgao 7, forma integrada):

Equacéo 6:

dAps
dt

= koxAps
Equacéo 7:

Kkoxt

Abs(t) = Abs(t:O)e_
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Onde Abs € absorbancia (proporcional a concentragédo de b-caroteno no meio).
A quantidade dAbs /dt é a taxa (velocidade) de redugdo da concentragdo de b-
caroteno, que depende da concentragdo instantanea de b-caroteno presente no
meio, num determinado tempo. Abst) € a absorbancia em um tempo t qualquer,
Abs(t=0) € a absorbancia no tempo t = 0 e kox é a constante cinética de oxidagao do b-
caroteno.

Como pode ser observado na Figura 15, o perfil cinético de decomposigcao na
presenca de MFM/BCD foi mais atenuado do que o controle e os demais compostos.
Quando analisamos os valores da constante cinética de decomposicéo (kox), temos
que o sistema MFM/BCD foi o que menor constante de oxidacdo. A ordem
decrescente de velocidade é:

Controle (0,015 s') > BCD (0,0112 s™') > MFM (0,0052 s*') > Rutina (0,0042 s
") > MFM/BCD (0,00275 s™).

Esses dados mostram que além de apresentar maior inibicao, o fitocomplexo
MFM/BCD é o que apresenta maior efeito no decorrer do tempo, demonstrando que
a presenca de PBCD confere estabilidade ao extrato e potencializa o efeito
antioxidante. Considerando que o processo de oxidacdo do [B-caroteno ocorre na
interface agua/oleo, acredita-se que o complexo MFM/BCD, por apresentar maior
solubilidade aquosa, tenha proporcionado uma maior disponibilidade para se oxidar
seletivamente em relagdo ao B-caroteno.

Durante o processo de peroxidacao lipidica, os radicais livres produzidos
levam a formacdo de radicais lipidicos, que na presenga de oxigénio molecular
formarao o radical lipidico peroxil (LOO"). Tal radical pode interagir com um atomo de
hidrogénio de outro acido graxo vizinho e formar um segundo radical lipidico, os
peréxidos (LOOH). Esses, por sua vez, sdo passiveis de decomposicdo e podem
favorecer a producdo de aldeidos, substancias reativas capazes de gerar danos
celulares (YADAV; RAMANA, 2013). Dentre eles, o malondialdeido (MDA) é uma
molécula bastante utilizada como biomarcador da peroxidagcao lipidica (AYALA;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Portanto, a fim de corroborar com o modelo de
peroxidacao lipidica através do sistema B-caroteno/acido linoleico, foi realizado o
ensaio de doseamento de MDA por meio da complexacado dessa substancia com o
acido tiobarbiturico (TBA), que produz uma coloragdo avermelhada. Neste ensaio,
uma amostra com potencial antioxidante significativo precisa inibir a produgédo de

malondialdeido formada durante a peroxidacgao lipidica da carne.
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A porcentagem de inibicdo da formacédo de MDA é demonstrada na tabela 3,
onde o extrato e o fitocomplexo apresentaram potencial de inibicdo significativo a
partir do segundo dia de tratamento (p <0,05), enquanto BCD nao foi capaz de inibir
a formacao de MDA nos dias testados. No dia zero, ndo houve diferenca estatistica

entre as amostras testadas e o controle negativo.

Tabela 3. Atividade antioxidante pela redu¢cao da produgdo de malondialdeido

na presenga de MFM, MFM/BCD e rutina.

Concentragbes | Concentragdo de MDA (mmol/L)
Amostras nominais de
extrato (ug/mL) | Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
10 0,74+0,09 |0.97+0,09° 31704 1,640,080 | ;034010
Rt 20 0,65+0 12 | 0,880,1 1,06£0,15 | 0,88+0,1 0,96+0,09
utina
40 064007 |081+0,022> |0,99+0,2 0,8840,152> | 0,9+0,1ab
1,25+0,1 1,58+0,43
10 O,57i0,02 1’33i0'23c’d’e 1'34i0’1b ab,de a,b,c,d,e
20 0,6+4004 | 1,0840,07 | 1,03+0,1 0,9740,1 1,2140,27
MFM
40 0554001 | 0.97£001 | 085300620 | 0,/6+0.08 | 1,03+008
0,71+0,18 0,78+0,2 a 0,82+0,1
10 0,57+0,01 | abfg ab,c 0,8+0,1420f abfg
20 0,56+0,02 0,76+0,04 0,65+0,08 0,98+0,06 0,98+0,06
MFM/BCD
0,81+0,07 0,72+0,19 1,19+40,1
40 0,59+0,03 | 0,940,042>1 | o0 abof abih
BCD 20 0,55£0,01 | 1,2140,16 1,77+40,19 2,13+0,36 1,95+0,01
Controle | - 0,53£0,04 | 1.4140,25 1,49+0,2 1,92+0,26 2,240,24

a diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo; ° diferencga significativa em relagdo a BCD; °
diferenca significativa em relagéo a rutina 10 ug/mL; ¢ diferencga significativa em relagdo a 20 ug/mL; ©
diferenca significativa em relagédo a rutina 40 ug/mL; f diferenga significativa em relagdo a MFM 10
Mg/mL; 9 diferenga significativa em relagdo a MFM 20 ug/mL; " diferenga significativa em relagdo a
MFM/BCD 10 ug/mL (ANOVA seguindo o teste de Bonferroni, p < 0.05).
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Uma comparagdo entre o extrato e o controle positivo (rutina), em
concentragdes equivalentes, demonstrou que nas concentragdes de 20 e 40 ug/mL,
estas amostras apresentaram mesmo potencial de inibicdo de MDA nos dias
testados, sem diferengca significativa. Na concentracdo de 10 pg/mL, essa

observacao também foi identificada nos dias 2 e 8 de tratamento.

Figura 16. Concentragcao de malondialdeido (MDA) por meio do ensaio de
peroxidacao lipidica, tratadas com extrato, MFM/BCD, BCD (controle negativo) e

rutina (controle positivo), em fung¢ao do tempo, durante os dias 0, 2, 4, 6 e 8.
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O fitocomplexo e o extrato, em concentragdes equivalentes de extrato,
também foram comparados. Na concentracado de 10 pg/mL, foram significativamente
diferentes, sendo que o fitocomplexo apresentou maior potencial de inibicado da
formagdo de malondialdeido em todos os dias testados. Além disso, € possivel
observar na Figura 16 que MFM/BCD, nessa mesma concentracao, foi a amostra
que manteve maior constancia de inibicio de MDA em funcdo do tempo,
apresentando melhor resultado que as concentragées maiores do fitocomplexo (20 e
40 pg/mL). MFM/BCD na concentragdo de 20 ug/mL, no dia 4, promoveu a maior

inibicdo de MDA, sendo estatisticamente diferente de todas as concentragbes de
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MFM e rutina testadas naquele dia. MFM/BCD e MFM, na concentracdo de 40
Mg/mL, n&o tiveram diferencga estatistica.

A partir desses resultados, € possivel sugerir que a complexagcao do extrato
com a BCD proporcionou protegdo aos compostos ativos contra oxidagcdo, e com
isso, melhorou a sua estabilidade permitindo maior tempo de contato de MFM com o
meio reagente sem sofrer degradacdo, melhorando sua atividade biolégica. Além
disso, a complexacdo com PBCD é capaz de aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade dos componentes do extrato, de forma que estes ativos estejam
mais disponiveis no meio, favorecendo sua atividade biologica. (LOFTSSON,
DUCHENE, 2007). Neste sentido, é importante levar em consideracdo que, a maior
concentragao testada para MFM/BCD (40 pg/mL) ndo se diferenciou de MFM,
provavelmente devido ao perfil de solubilidade de BCD, que quando em altas
concentragcdes no meio, torna-se menos soluvel.

Em estudos anteriores, em que avaliou-se a atividade antioxidante do extrato
e particdes de Mitracarpus frigidus, todas as amostras apresentaram potencial
antioxidante para o sequestro de radical livre e para a peroxidagao lipidica, devido
principalmente, a presenca de polifendis na planta (FABRI et al., 2009; FERREIRA et
al.,, 2021). Além disso, diversos estudos demonstraram que a complexacao de
espeécies antioxidantes com a ciclodextrina potencializou a atividade destes
compostos (LU et al., 2011; FERREIRA et al., 2013; LANA et al., 2016). Estes dados

corroboram os resultados encontrados neste trabalho

5.5.2 Avaliagao da viabilidade celular em RAW 264.7

A viabilidade celular € um indicador essencial para a compreensao das vias
envolvidas na sobrevivéncia ou morte celular, apds exposigdo a agentes toxicos.
Assim, os ensaios de citotoxicidade celular sdo geralmente usados para triagem de
drogas, a fim de detectar se as moléculas-teste tém efeitos sobre a proliferagcao
celular ou exibem citotoxicidade direta, contribuindo para a descoberta de novos
medicamentos com seguranca e eficacia elevadas (NASCIMENTO, 2010).

A viabilidade da célula é dada a partir da clivagem do MTT, que é realizada
por células vivas e metabolicamente ativas, mas n&o por células mortas ou
eritrocitos. Neste sentido, o teste permite analisar a sobrevivéncia e proliferagao

celular. Para que a viabilidade seja aceitavel, € preconizado pela 1SO10993-5



64

(2009), que a porcentagem de células viaveis nao retroceda o limite de 70% em
investigacoes de citotoxicidade in vitro.

No ensaio de MTT com células macréfagos murinos (RAW 264.7), observou-
se que MFM e MFM/BCD nao apresentaram efeitos toxicos, ja que a viabilidade
celular, em todas as concentragdes testadas, mantiveram valores maiores que 70%
(Figura 17). Tais resultados demonstraram que, tanto o extrato livre, como seu
fitocomplexo, sdo seguros e apresentam potencial para o desenvolvimento de

formulagdes, principalmente para uso topico.

Figura 17. Avaliagéo do perfil de viabilidade celular pela clivagem do MTT
para MFM, MFM/BCD e BCD.
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aEstatisticamente diferente de BCD. b Estatisticamente diferente de MFM (ANOVA seguida de
Bonferroni, p <0,05).

5.5.3 Avaliagao da atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo é um mecanismo de defesa fisiolégico contra um agente
agressor. Porém, quando essa resposta é exacerbada, ha uma crescente produgao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio secretadas por células inflamatorias
ativas, que levam a destruicao tissular e danos ao DNA (RANG, 2012; CARNEIRO et
al., 2019).

O NO é uma espécie reativa secretada por macrofagos e neutréfilos durante o
processo inflamatério, e esta relacionada com a expressdo de ciclo-oxigenase 1
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(COX-1) e ciclo-oxigenase 2 (COX-2), podendo levar ao aumento da producao de
prostaglandinas (TRIPATHI et al., 2007; FANG, 2015). Além disso, o NO esta
envolvido em um dos processos que estimulam a vasodilatagdo, promovendo a
taxonomia de citocinas pro inflamatérias (WALLACE, 2005).

A dosagem indireta de NO pelo método de Griess demonstrou que as células
estimuladas com LPS apresentaram maior producdo de NO em relagcdo as células
nao estimuladas (Tabela 4). De forma geral, foi possivel observar que as células
tratadas com MFM/BCD tiveram uma redugdo maior na produgdo de NO em
comparagao com MFM, enquanto que BCD nao reduziu a producdo de NO, nao
havendo diferenga estatistica em relagcdo as células estimuladas com LPS, sem
tratamento (p <0,05).

Além disso, vale destacar que MFM/BCD nas concentragdes de 100, 75, 50 e
25 pg/mL inibiram em torno de 68,27; 69,53; 68,63 e 59,61% da producao de NO
nas ceélulas tratadas, respectivamente, enquanto que as mesmas concentragdes de
MFM inibiram 29,66; 47,78; 49,26 e 65,19%, respectivamente. MFM/BCD apresentou
diferencga estatistica para MFM nas concentragdes de 75 e 100 pg/mL (p < 0,05).

Em resposta a estimulos patologicos, as células hospedeiras expressam
varias metaloproteinases (MMPs) de matriz (endopeptidases dependentes de zinco),
que podem estar associadas a eliminagao de infec¢cdes no inicio da resposta imune.
No entanto, a produgéo excessiva dessas MMPs pode levar a degradagao da matriz
e a varios processos patolégicos (SUAREZ, 2014). Essas enzimas sdo mediadores
importantes da inflamagado, remodelagdo do tecido e aumento da carcinogénese
(PUJADA, 2017).

Na tabela 4, nota-se uma reducédo da relacdo das metaloproteinases MMP-
9/MMP-2 em células tratadas com MFM e MFM/BCD. Diminui¢des nos niveis de
MMP-9 foram marcadas para MFM/BCD em relacdo a MFM. MFM/BCD apresentou
diferenca estatistica em comparagdo a MFM na concentragdo de 75 ug/mL (p <
0,05).

Tais resultados sugerem que as amostras MFM e MFM/BCD podem atuar na
reducdo do processo inflamatério, bem como na prote¢do contra danos causados
pela resposta exacerbada. Estudos anteriores com o extrato metandlico de
Mitracarpus frigidus demonstraram que o extrato apresentou potencial anti-
inflamatodrio, sendo tal atividade associada a presenca de polifendis e terpenos na
especie (FABRI et al., 2014b).
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relacionada a maior

disponibilidade dos compostos ativos, provavelmente devido a maior solubilidade e

biodisponibilidades conferidas pela complexagao com BCD.

Tabela 4. Atividade anti-inflamatéria de MFM, MFM/BCD e BCD pelos

métodos de reducio do 6xido nitrico e medi¢ao de metaloproteinase.

Concentragdo das amostras (ug/mL)

0 25.0 50.0 75.0 100.0
NO * MMP NO * MMP* | NO* | MMP** NO * MMP* NO * MMP*
%k * * *
LPS 22,3+ 2 - - - - - - - -
0,2 0,08
LPS + BCD - - 23,1+ 3+ 23,8+ 1,2 + 22,0+ 1,4 + 0,5+ 2+
0,5 0,01 0,3 0,003 0,2 0,002 0,2 0,001
LPS + MFM - - 13,3 ¢ 1+ 14,2 + 09+ 15,3 1,0+ 8,0+ 8+
0,4% 0,02 | 1,2** | 0,002** | 1,1 | 0,03" 1,1 0,0012b
LPS + - - 3,8+ 9+ 11,6 + 0,8+ 11,5+ 0,8+ 2,2+ 7+
MFM/BCD 0,9** | 0,002* | 1,0* | 0,001>® | 1,0>bc | 0,001 0,8*>< | 0,001>b
b b,c
* em uM; ** na proporgdo [MM9]/[MM2]. @ Estatisticamente diferente de LPS. b

Estatisticamente diferente de LPS + BCD. ¢ Estatisticamente diferente de LPS + MFM (ANOVA
seguida de Bonferroni, P <0,05). Todas as experiéncias foram realizadas em ftriplicata e os dados
representam a média + DP.
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CONCLUSAO

Com presente trabalho obteve-se os seguintes resultados:

e Por meio de docking molecular foi possivel sugerir que os compostos de
interesse de MFM (fenois e terpenos), podem ter preferéncia em complexar-se
com a BCD, em relagdo a outros compostos do extrato, ja que apresentaram
menor gasto de energia durante a complexacgao.

e MEV demonstrou alteragbes na morfologia das particulas do fitocomplexo,
sugerindo complexacao de MFM com a BCD.

e Através de espectroscopia por infravermelho por transformada de Fourier obteve-
se a caracterizacdo do extrato e fitocomplexo, demonstrando que ouve a
sobreposicdo ou atenuacdo de bandas caracteristicas do extrato, no
fitocomplexo, sugerindo a complexagdo com BCD.

e Observou-se uma melhora na estabilidade térmica dos fitocomplexos
supramoleculares em comparagao aos extratos puros através da analise térmica
DTA e TGA, indicando que a formacdo do complexo supramolecular é
satisfatéria.

e A formagao do nanoprecipitado hidrofébico permitiu avaliar a estabilidade coloidal
das amostras por andlise de condutividade elétrica, PZ e DLS, onde o
fitocomplexo apresentou maior estabilidade em relagéo ao extrato puro.

e A anadlise de solubilidade demonstrou que a complexagdo com a BCD, foi
eficiente em melhorar a solubilidade de compostos hidrofébicos presentes no
extrato.

e O fitocomplexo obteve melhores resultados em relagdo ao extrato para as
atividades antioxidante e anti-inflamatéria por meio dos ensaios in vitro realizados
neste estudo.

Os resultados deste estudo geraram um depdsito de patente intitulado:
‘Formulacdo fitoterapica nanoestruturada a base de Mitracarpus frigidus com
ciclodextrina, processo de obteng¢ao, composigdes e usos”(ANEXO 1). Dessa forma,
nosso grupo de pesquisa tem o intuito de dar sequéncia aos estudos, a fim de

aprimorar a patente depositada.
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