14 a |6 de EVENTO ON-LINE

outubro

UNIVERSIDADE
FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL

PRODUCAO DE EXTRATOS DE Maytenus ilicifolia COM ESTABILIDADE
PROLONGADA
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GIANE ENGEL MONTAGNERS, GILNEI BRUNO DA SILVA’, DAIANE MANICAS,
PATRICIA GOMES®, MARGARETE DULCE BAGATINI?

Introducéo

A Maytenus ilicifolia, pertencente a familia Celastraceae, € uma planta nativa da regido
sul do Brasil, conhecida popularmente como espinheira-santa, maiteno, cancerosa, cancorosa,
cancorosa-de-sete-espinhos,  salva-vidas, coromilho-do-campo, ~ espinho-de-deus. E
popularmente utilizada em chas a partir de suas folhas, cascas e raizes, sendo descrita na
literatura com potencial acdo medicinal como analgésica, anti-inflamatéria, antitumoral,
antiulcerosa e antioxidante (Kasse et al., 2008; Oliveira, Cunha, Colaco, 2009; Almeida et al.,
2015).

Nesse contexto, diversos estudos cientificos tém relatado atividade imunomoduladora
e antiproliferativa de extratos vegetais em diferentes linhagens de células cancerigenas.
Extratos ricos em compostos bioativos, especialmente os compostos fenélicos, podem ajudar a
reduzir vérias doencas devido a capacidade antioxidante (Corazza et al., 2018; Stefanelloet al.,
2019; De Souza, 2021).

Em contrapartida, a farmacocinética e a biodisponibilidade de alguns fitoquimicos
limitam as pesquisas. Nesse sentido, a nanotecnologia representa uma estratégia promissora
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para proteger os fitoquimicos sensiveis a degradacdo, melhorar a biodisponibilidade, eficacia,

estabilidade e seletividade dos principios ativos.

Objetivos

O objetivo deste estudo foi ampliar o potencial terapéutico de extratos naturais
utilizando o nanoencapsulamento, uma técnica que tem revolucionado diversas areas da saude,
e que consiste no aprisionamento de moléculas, resultando em capsulas biodegradaveis, de

tamanho nanométrico.

Metodologia

Os extratos de M. ilicifolia foram obtidos por uma sequéncia de etapas.

Primeiramente, foi feita a preparacdo do extrato hexanico: ele foi obtido pelo extrator
Soxhlet (Marconi, modelo MA-487/8, Brasil) e utilizou-se o hexano como solvente. A
temperatura do sistema foi ajustada de acordo com a ebulicdo do solvente, mantendo um
gotejamento constante sobre a amostra nos cartuchos de celulose. O tempo de extragédo foi de
aproximadamente sete horas. Apos a extracdo, o solvente foi removido em estufa com
circulacdo forgada de ar a 60 °C até obter massa constante.

As nanoemulsdes foram desenvolvidas pelo método de alta energia, sem o uso de
solventes organicos e com controle de temperatura, descrito por Giongo et al. (2017). O extrato
de espinheira-santa foi diluido em uma mistura de triglicerideos caprico/caprilico (TCM) e,
apos, foi adicionado monooleato de sorbitano (Span 80®), sendo essa a fase oleosa da
nanoemulsdo. As formulag¢Ges foram obtidas (n=3) apos injecdo da fase oleosa na fase aquosa
(polissorbato 80 (Tween 80®) e agua ultrapura) sob alta agitacdo empregando um (Ultra-
Turrax® T18, IKA®, Alemanha) a 10.000 rpm. Apds a agitacao, foi aumentada para 17.000 rpm
e mantida por 45 minutos. Durante o processo de obtencdo das nanoemulsdes foi realizado um
controle de temperatura (banho de gelo), com a finalidade de prevenir a ocorréncia da
volatilizacdo e/ou degradacdo dos constituintes. Para comparacdo, formulagdes em branco
foram preparadas (n=3), sem a utilizacao do extrato de espinheira-santa. Todas as formulacfes
foram preparadas em triplicata e armazenadas sob protecao da luz.

As determinacdes de pH foram realizadas em triplicata, utilizando o potenciémetro

(Denver Instrument®) previamente calibrado com solugdes tampédo pH 4,0 e 7,0. Os resultados
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foram expressos a partir de trés leituras diferentes das nanoemulsdes. O didmetro médio das
particulas e o indice de polidispersidade das nanoemuls6es foram determinados por dispersao
dindmica de luz no Zetasizer® Nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, Inglaterra). As
formulagdes foram diluidas 500 vezes (v/v) em &gua filtrada ultrapura utilizando uma seringa
¢ uma membrana com porosidade de 0,22 um de didmetro de Millipore®, a fim de serem
opticamente transparentes e evitar a atenuacdo do feixe de laser pelas particulas, juntamente
com a reducdo da luz espalhada que pode ser detectada (Mir-Palomo et al., 2016). Os resultados
do diametro médio foram expressos em nanémetros (nm) e analisados por meio da leitura média
de trés repeticdes.

O potencial zeta das formulagdes foi obtido pelo método de mobilidade eletroforética
utilizando o equipamento Zetasizer® Nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, Inglaterra). As
formulagdes foram diluidas 500 vezes (v/v) em solugéo de cloreto de sédio na concentragdo de
10 mmol L1, Os resultados foram expressos em milivolts (mV) através da leitura média de trés
repeticdes. Os resultados obtidos foram expressos com meédia e desvio padrdo. As analises
estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
complementar Dunnett, considerando p<0,05 como estatisticamente significativo. Os dados

foram gerados através do software GraphPad Prism 8.

Resultados e discussao

Apos a preparacdo da nanoemulsdo, a estabilidade foi avaliada pelo periodo de 60 dias,
por meio da analise de caracteristicas de tamanho de particula, indice de polidispersao,
potencial de hidrogénio (pH) e potencial zeta. A analise foi aplicada para a nanoemulsdo sem
ativo e a nanoemulsdo com extrato hexanico de M. ilicifolia. Nao foi observada diferenca de
coloragdo na nanoemulsdo sem ativo durante a avaliacdo de 60 dias, independentemente das
suas técnicas de armazenamento.

O pH da nanoemulsdo no tempo inicial foi de 5,50 + 0,06 e manteve-se acido. Sob
refrigeracdo (4 + 2 °C), houve aumento significativo do pH nos periodos de 15 a 60 dias. Na
temperatura ambiente (25 * 2 °C), houve reducéo significativa do pH em 45 e 60 dias, e quando
a amostra foi submetida & cdmara climética (40 °C + 75% UR) houve queda significativa e
consecutivas do pH apds 7 dias.

Em relacdo ao indice de polidispersdo (PDI), em temperatura ambiente, observou-se
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um aumento significativo em 30 e 60 dias; o comportamento do PDI em camara climética foi
semelhante ao aumento significativo em 45 e 60 dias.

O diametro médio da particula (DP) no tempo inicial foi de 127,3 + 9,65 com aumento
significativo apenas em camara climatica com 30, 45 e 60 dias. Esse comportamento também
foi observado na andlise do potencial zeta, com aumento significativo da negatividade em
camara climatica nos periodos de 15, 30, 45 e 60 dias.

A estabilidade foi avaliada de forma semelhante para a nanoemulsdo com ativo. A
formulacdo avaliada revela um processo de alteracdo de cor ao longo do tempo. A coloragao
amarela esverdeada e o odor mantiveram-se homogéneos pelo periodo de 60 dias em
refrigeracdo e temperatura ambiente. Em camara climatica apds 30 dias, houve perda da
coloracéo e modificacao para odor leve de ranco.

Os diametros médios das particulas foram cerca de 142 nm. As amostras apresentaram
baixa indice de polidispersidade, que demonstra boa homogeneidade do sistema. O resultado
do potencial zeta foi negativo em torno de -6,7 mV e o pH acido de aproximadamente 5,8.

O pH da nanoemulséo na temperatura ambiente ndo teve variacdo significativa. Sob
refrigeracdo (4 £ 2 °C), verificou-se aumento do pH nos periodos de 15 a 60 dias. Na cAmara
climatica (40 °C + 75% UR), houve queda do pH em 7, 30, 45 e 30 dias.

A analise do PDI, em refrigeracdo e em temperatura ambiente, teve baixa variagéo,
sendo na camara climatica registrado variacdo em 30, 45 e 60 dias.

O diametro médio da particula no tempo inicial foi de 142,9 + 7,42, e o valor manteve-
se homogéneo pelo periodo de 60 dias com aumento significativo apenas em camara climatica
registrado em 45 e 60 dias.

Esse comportamento também foi observado na analise do potencial zeta, com aumento

significativo da negatividade em refrigeragdo 45 dias e cAmara climatica 60 dias.

Concluséao

A M. ilicifolia foi escolhida, pois seus constituintes sao altamente oxidantes, os quais
degradam-se rapidamente e reagem constantemente com o meio. Portanto, ao encapsular um
composto, garante-se maior estabilidade e seletividade dos principios ativos cujos resultados

sdo esperados.
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