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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE FILME MUCOADESIVO
BUCAL CONTENDO EXTRATO DE MORUS NIGRA L. PARA TRATAMENTO
DE SINTOMAS CLIMATERICOS

RESUMO

A sindrome do climatério representa o conjunto de sinais e sintomas que ocorrem neste
periodo e diminuem a qualidade de vida das pessoas com Utero. Por ser caracterizada pela
diminuicdo na producdo do horménio estrogénio, a terapia de reposi¢do hormonal (TH)
com o estrogénio é o seu tratamento padrdo ouro. No entanto, devido a TH ser
contraindicada para algumas pessoas, alternativas como o tratamento com fitoestrogénios
podem contribuir como a terapéutica para a reducao dos sinais e sintomas. Dentre as
fontes de fitoestrogénios mais utilizadas, destaca-se a Morus nigra, que tradicionalmente
é consumida através da infus&o das folhas ou pé das folhas. Desta forma, a fim de explorar
novas formas de administracdo para fitoestrogénios, este trabalho buscou desenvolver um
filme mucoadesivo bucal contendo o extrato hidroalcoolico das folhas da M. nigra para a
reducdo dos sintomas climatéricos. O filme foi produzido com duas diferentes
concentragcfes (C1 e C2) através da técnica de casting e evaporacdo do solvente com
matriz polimérica baseada em HPMC e glicerol. A caracterizacdo realizada através de
FTIR e DSC, teste de resisténcia dobravel e medicacdo de pH de superficie apresentou
boas caracteristicas macroscopicas e propriedades fisico-quimicas favoraveis ao uso do
filme na mucosa bucal. A liberacdo in vitro do extrato dos filmes foi crescente e
sustentada por 6h para o filme C1 e 8h para o filme C2. A citotoxicidade foi avaliada
através do ensaio de viabilidade celular por MTT e demonstrou que os filmes ndo foram
citotoxicos para células Vero. Desta forma, este trabalho produziu e caracterizou com
sucesso filmes mucoadesivos bucais para o tratamento de sintomas climatéricos com
liberagdo do extrato in vitro sustentada entre 6 e 8h e sem efeitos citotoxicos em células

Vero.

Palavras chave: Climatério; Filme Mucoadesivo; Morus nigra



DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF BUCCAL
MUCOADHESIVE FILM CONTAINING MORUS NIGRA L. EXTRACT FOR
TREATMENT OF CLIMATERIC SYMPTOMS

ABSTRACT

The climacteric syndrome represents the set of signs and symptoms that occur in this
period and reduce the quality of life of people with a uterus. Because it is characterized
by a decrease in the production of the hormone estrogen, hormone replacement therapy
(HT) with estrogen is its gold standard treatment. However, because HT is
contraindicated for some people, alternatives such as treatment with phytoestrogens can
contribute as a therapy to reduce signs and symptoms. Among the most used sources of
phytoestrogens, Morus nigra stands out, which is traditionally consumed through the
infusion of leaves or leaf powder. Thus, in order to explore new forms of administration
for phytoestrogens, this work sought to develop a buccal mucoadhesive film containing
the hydroalcoholic extract of M. nigra leaves to reduce climacteric symptoms. The film
was produced with two different concentrations (C1 and C2) through the technique of
casting and solvent evaporation with a polymeric matrix based on HPMC and glycerol.
The characterization performed through FTIR and DSC, folding resistance test and
surface pH medication showed good macroscopic characteristics and physicochemical
properties favorable to the use of the film on the buccal mucosa. The in vitro release of
the film extract was increasing and sustained for 6h for the C1 film and 8h for the C2
film. Cytotoxicity was assessed using the MTT cell viability assay and demonstrated that
the films were not cytotoxic to Vero cells. Thus, this work successfully produced and
characterized buccal mucoadhesive films for the treatment of climacteric symptoms with
in vitro extract release sustained between 6 and 8h and without cytotoxic effects on Vero
cells.

Keywords: Climacteric; Mucoadhesive Film; Morus nigra
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1. INTRODUCAO

O climatério é definido pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) como uma
fase bioldgica da vida, e ndo uma doenca, que compreende a transicdo entre o periodo
reprodutivo e 0 ndo reprodutivo (p6s menopausa) da pessoa com Utero. A menopausa,
que reflete a perda da fungdo folicular ovariana, € um marco temporal dessa fase,
correspondendo ao ultimo ciclo menstrual, e reconhecida retrospectivamente como a
ultima menstruacao seguida de 12 meses de amenorreia (BRASIL,2008; SHIFREN et al.,
2014). O periodo entre 5 a 10 anos anteriores a menopausa € definido como
perimenopausa e da inicio ao climatério, que se inicia com esta data e se estende até
depois da menopausa, no periodo de pds menopausa (BRASIL,2008).

O climatério traz alteragfes significativas na qualidade de vida de pessoas com
utero, com o aparecimento de sinais e sintomas que caracterizam a sindrome do climatério
como as complicagbes vasomotoras, sintomas psicologicos e cognitivos, dores
musculares e diminui¢do da libido (MINKIN, 2019). Segundo Assuncdo et al., (2017) a
intensidade destas alteracGes pode ser também influenciada por diversos fatores
socioeconémicos, como baixa escolaridade, situacdo financeira, e presenca ou nao de
companheiro fixo.

Por ocorrer devido a diminuicdo na producdo do horménio estrogénio e elevactes
nos niveis do horménio foliculo-estimulante (FSH), os sinais e sintomas que constituem
a sindrome do climatério tem a terapia de reposi¢cdo hormonal (TH) como tratamento
padrdo ouro. No entanto, devido a TH ser contraindicada para algumas pessoas como as
anteriormente tratadas para canceres horménio-dependente e aquelas com histérico de
eventos tromboembolicos, existem outras opcBes de tratamentos ndo-hormonais com
outras classes de medicamentos (inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina,
norepinefrina, gabapentina) e Praticas Integrativas e Complementares em Sadde (PICS)
como a ioga, a acupuntura e a fitoterapia (BRASIL,2008).

A fitoterapia atua no tratamento dos sintomas climatérios com o fornecimento de
substratos com atividade semelhante a dos horménios estrogénicos, mas utilizando
medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais, que por
exercer atividades semelhantes as dos estrogénios endogenos, sdo denominados de
fitoestrogénios (CECCARELLI et al.,, 2022; KUIPER et al., 1998; TURNER,;
AGATONOVIC-KUSTRIN; GLASS, 2007). Pesquisas dedicadas a fitoestrogénios

naturais e seus analogos sintéticos sugerem que esses compostos podem estar ligados a
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diminuicdo dos sintomas do climatério (YOSHIKATA et al., 2021) e menores riscos de
doengas cardiovasculares, obesidade, sindrome metabdlica, distdrbios da funcéo cerebral
e canceres hormonio-dependentes (WANG et al., 2021) sendo, portanto, uma opg&o capaz
de ser utilizada também por pessoas com contraindicacdo a TH.

As fontes de fitoestrogénios para a alimentacdo humana séo variadas e, no Brasil,
observa-se na medicina popular, a Morus nigra como uma planta com grande potencial
de escolha (MIRANDA et al., 2010). Um ensaio clinico realizado, no estado do Maranhéo
por Costa et al. (2020) demonstra que o tratamento realizado em mulheres climatéricas
com o po das folhas da Morus nigra apresentou melhoras nos sintomas do climatério e
na qualidade de vida de forma semelhante aos efeitos das mulheres climatéricas tratadas
com a TH. Outros autores brasileiros também consagram a utilizagcdo da Morus nigra
como alternativa para o tratamento dos sintomas climatéricos (SILVA et al., 2022;
MIRANDA et al., 2020; PEREIRA, 2019; SILVA; SOUZA; CERQUEIRA, 2021).
Sendo as principais formas de administragéo dos seus fitoestrogénios, o uso de infuséo
ou ingestdo do po das partes das plantas que possuem estes compostos (MIRANDA et al.,
2010). Porém, estas formas de administracdo apresentam limitacdes que podem ser
superadas com o uso de filmes aderidos a mucosa bucal, conhecido por sua potencial
aplicacdo em formulagOes de liberacdo imediata e sustentada (SHINDE; GHONGE;
KATHPALIA, 2022), escape da degradacdo enzimatica do trato gastrointestinal, rapida
absorcdo, auséncia do metabolismo de primeira passagem e aumento da
biodisponibilidade (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2018).

Por isso, com a finalidade de explorar novas formas de administracdo e ampliar
as possibilidades para o tratamento de sintomas climatéricos em pessoas com Utero, este
trabalho propGe a utilizacdo de filmes mucoadesivos bucais para a administracdo de

fitoestrogénios contidos no extrato hidroalcéolico da Morus nigra.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.CLIMATERIO

As pessoas com Utero passam aproximadamente um terco de suas vidas no climatério,
0 qual se inicia a partir da menopausa e que, por sua vez, ocorre por volta dos 51 anos de

idade, estando representado na figura 1. Até o ano de 2030, estima-se que para a

populagdo mundial, 47 milhdes de mulheres passardo pela menopausa a cada ano
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(ABDELLAetal., 2022). Por isso, € importante considerarmos os riscos de manifestacoes
clinicas agudas e transitorias como as doencas metabolicas e cardiovasculares que surgem
durante a transicdo da menopausa. E além destas, outras manifestacdes ditas néo
transitérias e que ocorrem ainda entre 10 a 15 anos apds a menopausa, COMO 0S
fendmenos atréficos geniturinarios, distdrbios no metabolismo lipidico e 6sseo (BRASIL,

2008) também sdo fatores influentes na qualidade de vida da pessoa com utero.

Figura 1 — Ciclo de vida da pessoa com Utero

Climatério

+40 anos +60 anos

Inicio da perda da[fungéo folicular ovariana

Senilidade

Inicio da produg&o Diminuigdo efetiva

dos horménios

Menarca Menopausa

d dugéo d
+ 12 anos + 51 anos @ produgac dos

sexuais femininos horménios

Inicio do periodo Final do periodo

reprodutivo reprodutivo

Fonte: Autor, 2023

Com essa divisdo temporal entre o inicio dos sintomas transitorios e ndo transitorios,
além dos sinais e sintomas ja observados durante a perimenopausa, é possivel oferecer
maior qualidade de vida aos pacientes, através da prevencao e inicio de terapéutica
adequada de acordo com o aparecimento das manifestacdes (LOBO; GOMPEL, 2022). E
importante ressaltar que por ser um processo bioldgico ndo ha o objetivo de cura e/ou
reversdo do climatério, mas sim, a reducdo de danos e agravos a saude (WARD;
DENERIS, 2018).

As manifestacdes decorrentes de alteragdes hormonais observadas no climatério
sdo consequéncias de mudancas caracteristicas no eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal
(HHG) (MIKHAEL; PUNJALA-PATEL; GAVRILOVA-JORDAN, 2019). Pelo
envelhecimento natural, os foliculos ovarianos diminuem em quantidade, causando a
diminuicdo das células da granulosa, as quais produzem estrogénio e inibina. A
diminuigéo da producéo destes dois hormonios, diminui a inibi¢do sobre a producdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e aumenta a sua quantidade, assim como a do
horménio luteinizante (LH), ambos horménios hipofisarios. A alteragdo na producdo
destes hormonios pela hipodfise, interrompe o funcionamento do HHG e causa ciclos

menstruais irregulares, até que parem completamente na menopausa. O LH e o FSH ficam
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desinibidos e permanecem em niveis elevados anos ap0s 0 inicio da menopausa
(PEACOCK; KETVERTIS, 2022).

Essas alteracGes na producdo hormonal, por sua vez, promovem o0 conjunto de
sinais e sintomas que constituem a sindrome do climatério. Os principais sintomas
relacionados a esta sindrome sdo sintomas vasomotores, sindrome geniturinaria da
menopausa(PETERS, 2021), diminuicdo da libido, padrbes de sono perturbados
(LOPIEN et al., 2015), fadiga, alteracdes de humor, ansiedade, dores de cabeca,
dificuldade de concentracdo e ganho de peso (SOUROUNI et al., 2021). A ocorréncia
destes esta relacionada a diminuicdo da qualidade de vida dessas pessoas durante este
periodo (ASSUNCAO et al., 2017; TAEBI et al., 2018).

2.2.TRATAMENTO DOS SINTOMAS ASSOCIADOS AO CLIMATERIO

Segundo a Sociedade Norte-Americana de Menopausa (GASS et al., 2012), a
estratégia preventiva e terapéutica padrdo para a menopausa deve ser a terapia de
reposicdo hormonal (TH) por apontar que evidéncias atuais apoiam o uso da TH para
mulheres na perimenopausa e po6s-menopausa quando o equilibrio de potenciais riscos e
beneficios forem favoraveis a satde de cada mulher, individualmente. Por sua vez, a dose
ministrada deve ser a minima eficaz para melhorar os sintomas, devendo ser interrompida
assim que os beneficios desejados tenham sido alcangados ou 0s riscos superem 0S
beneficios no tratamento (GASS et al., 2012; SHIFREN et al., 2014). Os riscos mais
comuns e que apresentam contraindicacao para TH sdo suspeita ou historico de cancer de
mama; historia conhecida ou suspeita de cancer uterino; trombose venosa profunda (TVP)
ativa ou histéria de TVP ou embolia pulmonar (EP); historia de distarbio de coagulacéo
do sangue, sendo 0 mais comum portadores da mutacao do Fator V de Leiden; histérico
ou presenca de doencas tromboticas arteriais, como infarto do miocéardio ou acidente
vascular cerebral; doenca ou disfuncdo hepética crénica e enxaqueca com aura (GASS et
al., 2012; WANG-CHENG; ROSENFELD, 2022). De forma geral, a TH convencional
pode incluir um componente de estrogénio e progesterona para mimetizar o
funcionamento fisiol6gico anterior dos hormonios, mas também pode ser suficiente
apenas com a reposicéo do estrogénio a depender das manifestagdes clinicas individuais
(WANG-CHENG; ROSENFELD, 2022).

No caso de pacientes que ndo podem fazer uso de Terapia de Reposicéo

Hormonal, deve-se utilizar outras opg¢des terapéuticas ndo baseadas em hormoénios como
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outras classes de medicamentos ou terapias componentes das Praticas Integrativas e
Complementares em Saude (PICS) (BRASIL, 2008). Segundo Barra et al. (2014),
algumas das Préticas Integrativas e Complementares em Salude (PICS) como a ioga, a
acupuntura e a fitoterapia podem trazer efeitos benéficos ao tratamento dos sintomas do
climatério.

A literatura aborda de forma vasta o impacto da préatica da ioga em mulheres ap6s
a menopausa (AFONSO et al., 2012; SOLAKOGLU etal., 2022; SUSANTI et al., 2022),
ressaltando que este método de baixo custo deve ser utilizado para melhorar a qualidade
de vida e saude dessas mulheres (SHARIFI; AFSHARI; BAHRI, 2021). Ja em relacdo a
acupuntura e praticas assemelhadas, os resultados sdo controversos e demonstram a
necessidade de maior investigacdo nessa area (ZHONG et al., 2022), pois alguns autores
reforcam o seu uso (MA etal., 2021; XIE et al., 2021) e outros ndo recomendam (BORUD
etal., 2010; CHO; WHANG, 2009).

Por fim, tem-se o uso da fitoterapia através de componentes de plantas
classificados como fitoestrogénios, 0s quais possuem atividade estrogénica, ou seja,
podem se ligar aos receptores de estrogénio (ERs) e mimetizar algumas agdes do
estrogénio humano (TURNER; AGATONOVIC-KUSTRIN; GLASS, 2007). Uma
revisdo sistematica concluiu que o uso de produtos com fitoestogénios, juntamente com
a realizacao de exercicios fisicos, tem um papel efetivo na melhora da qualidade de vida
de mulheres na menopausa (TAEBI et al., 2018). De forma geral, esses compostos séo
recomendados para mulheres com sintomas leves a moderados (TEMPFER et al., 2007)

e ndo promovem efeitos colaterais graves (CHEN; LIN; LIU, 2015).

2.3.ESTROGENIOS E FITOESTROGENIOS

Os estrogénios sd@o os hormonios esteroides, objeto da terapia de reposicao
hormonal, que sdo derivados do colesterol e contém 18 atomos de carbono em sua
estrutura. Dentre eles, o estradiol é o estrogénio mais indicado na terapéutica por
apresentar melhor interacdo com os receptores de estrogénio e, por isso, é comumente
utilizado em varias preparacfes para o tratamento de sintomas vasomotores moderados a
graves e para a prevencdo da osteoporose pos-menopausa (O’CONNELL, 1995;
PROSSNITZ; BARTON, 2014; RUGGIERO; LIKIS, 2002).

Apesar de predominante, a producdo de estrogénio ndo é restrita aos foliculos

ovarianos, ocorrendo também a produgdo nao-gonadal (HEMSELL et al., 1974). Isso
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significa que além dos ovarios, muitas outras estruturas podem ser capazes de produzir
estrogénios como o cérebro, 0ssos, figado, adrenais, pele e vasos sanguineos (BARAKAT
et al., 2016). Nos locais onde a producdo de precursores de esterdides com a quantidade
necessaria de carbono néo sdo suficientes, os substratos séo obtidos de outros tecidos pela
circulacdo sanguinea e, em seguida, convertidos em estrogénios pela enzima aromatase
(CECCARELLI et al., 2022).

A fitoterapia é capaz de fornecer esses substratos através da administracdo de
fitoestrogénios, os quais também podem atuar nos receptores estrogénicos, a depender de
sua estrutura (CECCARELLI et al., 2022; KUIPER et al., 1998; TURNER;
AGATONOVIC-KUSTRIN; GLASS, 2007). Os fitoestrogénios, utilizados para o
tratamento dos sintomas associados ao climatério, sdo polifendis ndo esteroides
encontrados naturalmente em plantas que podem se ligar aos receptores de estrogénio
(ERs) e mimetizar algumas acdes do estrogénio humano através da ativacao ou inativacao
de determinados genes regulados pelos ERs (SAYED; ELFIKY, 2018; TURNER;
AGATONOVIC-KUSTRIN; GLASS, 2007). As principais classes de compostos
retratados na literatura como fitoestrogénios sdo os flavonoides, as lignanas e o0s
estilbenos (CECCARELLI et al., 2022; KUIPER et al., 1998) e as principais estruturas
representantes sao a genisteina, a daidzeina, a quercetina, a apigenina, o resveratrol, a
biocianina A, a formonetina e o coumestrol (WANG et al., 2021). Outra caracteristica
notavel desses fitoterapicos é a sua acdo seletiva, sendo considerados Moduladores
Seletivos dos Receptores Estrogénicos (SERMs), o que faz com que tais substancias
provoquem poucos efeitos colaterais, embora, possam exercer também acdo
antiestrogénica a depender da quantidade de horménios circulantes no organismo
(BRASIL, 2008). Segundo uma revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados
com meta-analise, os fitoestrogénios parecem reduzir a frequéncia de ondas de calor em

mulheres na menopausa, sem efeitos colaterais graves (CHEN; LIN; L1U, 2015).

2.4.MORUS NIGRA L. E ACAO FITOESTROGENICA

As fontes de fitoestrogénio para a alimentacdo humana sdo variadas e tem-se na
Morus nigra L. um grande potencial de escolha. O género Morus é amplamente
distribuido na Asia, Europa, América do Norte, América do Sul e Africa e devido a sua
capacidade de adaptacdo a diferentes climas e altitudes, a espécie Morus nigra pode ser

considerada uma espécie cosmopolita como as demais do mesmo género (MINISTERIO
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DA SAUDE, 2015). No Brasil, essa espécie é conhecida popularmente como amora,
amoreira, amoreira preta, amoreira negra ou amora miura e teve seu cultivo iniciado no
pais com a migracdo japonesa no século 1X. De forma geral, a parte da planta mais
utilizada na medicina popular séo as folhas (Figura 3) e os seus derivados, mas ainda ndo

h& monografias em farmacopeias oficiais para os derivados de M. nigra (BRASIL, 2015).

Figura 2 — Folhas da Morus nigra

Autoria: Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida

A amoreira preta pertence a familia Moraceae e ao género Morus, no qual suas
plantas contém varios compostos fendlicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015), sendo
alguns destes, mais conhecidos por sua acao fitoestrogénica a exemplo da genisteina,
daidzeina, biocianina A e formonetina que estdo representadas na figura 2 (HAO et al.,
2022; SAYED; ELFIKY, 2018).

Figura 3 — Estruturas do beta-estradiol e dos principais fitoestrogénios da Morus nigra.
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Fonte: Autor, 2023
Essa espécie € bastante utilizada na medicina popular por pessoas com Utero para

substituir a terapéutica da reposi¢ao hormonal convencional no climatério (PADILHA et
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al., 2010). As principais formas de administracdo oral dessa espécie sdo o cha (infuséo)
de folhas da amoreira preta (MIRANDA et al., 2010), assim como também as cépsulas
com o p6 das folhas (COSTA et al., 2020) e ambos trazem consigo resultados positivos
para o tratamento dos sintomas climatéricos.

Segundo Ercisli e Orhan (2007), a amoreira preta apresenta maiores teores de
compostos fenolicos (1422 mg equivalentes de &cido galico/100g de matéria fresca) e
flavonoides totais (276 mg de equivalentes de quercetina/100g de matéria fresca) que as
demais espécies do género Morus, a amoreira branca (Morus alba L.) e a amoreira
vermelha (Morus rubra L.). Além disso, a amoreira preta mostrou-se rica em antocianinas
(11.3 mg/g) e flavondis (0.7 mg/g), sendo este o principal motivo associado ao seu
potencial anti-inflamatorio e antioxidante (CHEN et al., 2018).

2.5.FILMES MUCOADESIVOS

Nos ultimos anos, um interesse significativo tem sido demonstrado no
desenvolvimento de filmes bucais mucoadesivos utilizando polimeros adesivos naturais
ou sintéticos. A administracdo de fitoterapicos através da mucosa bucal ja é estabelecida
na literatura, sendo utilizada em abordagens anti-inflamatorias e/ou antimicrobianas
(CHANAJ-KACZMAREK et al., 2021; PACZKOWSKA-WALENDOWSKA et al.,
2021; RIDWAN et al., 2021; SCHMIDT et al., 2019), quimiopreventivas(ARANTES et
al., 2021; DI PRIMA; CONIGLIARO; DE CARO, 2019) antiulcerogénica (AYOUB et
al., 2021), antitumoral (TANGSUKSAN et al., 2021), entre outros. Ja para a terapia de
resposi¢cdo hormonal, um filme bucoadesivo foi desenvolvido por Abdella et al. (2022)
para liberacdo controlada de estradiol e seus resultados demonstraram que o filme
bucoadesivo pode ser uma plataforma promissora para a entrega de estrogénios através
da mucosa bucal para o tratamento dos sintomas da menopausa.

O uso dos filmes para a administracéo e liberacdo controlada de farmacos através
da mucosa bucal é uma abordagem inovadora que traz beneficios tanto por aumentar a
biodisponibilidade do farmaco administrado como por possibilitar uma maior adesdo ao
tratamento pelos pacientes (BALA et al., 2013). Caracteristicas como tamanho reduzido,
conforto, facilidade de aplicacdo, armazenamento, manuseio e a possibilidade de toma-
los sem ou com pouca &gua os tornam um sistema de entrega ideal para a maioria dos
medicamentos (GALEY; LONSDALE; NACHT, 1976).
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A administracdo transmucosa bucal é uma via ndo invasiva e simples para
administragdo sistémica de farmacos. Esta via oferece vantagens sobre outras vias de
administracdo, como o rapido inicio de acdo devido a sua rica vascularizagdo, o escape
da degradacdo enzimatica do trato gastrointestinal, evitando o metabolismo de primeira
passagem e possivelmente melhorando a biodisponibilidade do farmaco (FONSECA-
SANTOS; CHORILLLI, 2018) Além disso, a cavidade oral e a mucosa bucal séo de facil
acesso, 0 que torna a aplicacdo e a remocao de um medicamento simples para o paciente
ou cuidador (GILHOTRA et al., 2014; PERIOLI et al., 2004).

Dentre os principais materiais utilizados para producdo destes filmes, o HPMC
(Hidroxipropilmetilcelulose) destaca-se como um derivado da celulose capaz de formar
filmes gelatinosos que hidratam e expandem em contato com a agua, liberando o farmaco
de maneira controlada (GUARVE; KRIPLANI, 2021). Além deste, o glicerol também €
utilizado na producdo de filmes como agente plastificante capaz de promover maior
flexibilidade e hidratacdo de filmes mucoadesivos (COBOS et al., 2018;
STACHOWIAK; KOWALONEK; KOZLOWSKA, 2020).

Desta forma, este trabalho desenvolveu um filme mucoadesivo bucal baseado em
HPMC e glicerol para a liberacdo controlada do extrato hidroalcodlico das folhas de
Morus nigra L. (filmes de amora) visando o tratamento dos sintomas relacionados ao

climatério.

3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

a) Desenvolver filmes poliméricos mucoadesivos para liberacdo do extrato

hidroalcoolico 20% (p/v) das folhas de Morus nigra L (filmes de amora).

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir os Filmes de amora;
b) Caracterizar fisico-quimicamente os Filmes de amora;
c) Realizar o ensaio liberagéo in vitro dos Filmes de amora;

d) Avaliar citotoxicidade em células Vero expostas aos Filmes de amora.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PRODUGAO DOS FILMES DE AMORA

Os filmes poliméricos mucoadesivos foram preparados atraves do metodo de casting
e evaporacao do solvente (BOATENG et al., 2009) que consiste no preparo de uma
solugéo, seguido de evaporacédo do solvente de fundicdo em estufa, de forma representada
na figura 4.
Figura 4 — Producéo dos Filmes de Amora
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Fonte: Autoria propria, 2023

. Foram utilizados o Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (Bandeirante Brazmo
Quimica, Brasil) como agente filmogeno, o glicerol (Sigma-Aldrich, Brasil) como agente
plastificante, &gua destilada (SS Plus, Brasil) como solvente e o extrato hidroalcodlico de
folhas da Morus nigra L. 20% (p/v) (Ely Farma, Brasil) como agente fitoterapico.

Inicialmente, o HPMC (0,8% m/v) foi dissolvido em 90mL de agua destilada sob
agitacdo a temperatura de £50°C, permanecendo em repouso por 2 horas. Apos esse
periodo, o glicerol (0,15% v/v) foi adicionado a solucdo de HPMC sob agitacdo por 30
min. O extrato foi diluido em 10mL de agua e adicionado a solucéo obtida, permanecendo

em agitacdo durante 30 minutos. Em seguida, a solugdo foi colocada no dessecador
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durante 24 horas, vazadas em placas de Petri de plastico e secadas na estufa 50°C. As
concentragdes de extratos utilizadas para o estudo foram CO — 0% (controle), C1 —1,25%
(v/v) e C2 — 2,5% (v/v) do extrato hidroalcéolico das folhas de M. nigra. Sendo a C2,
correspondente a concentracdo em miligramas utilizada no tratamento em forma de

capsulas do pé das folhas e C1, a metade deste valor.

4.2.CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS FILMES DE AMORA

4.2.1. Aspecto visual dos filmes de amora

O aspecto visual do filme foi avaliado baseando-se nos critérios de

homogeneidade, flexibilidade, uniformidade da cor e fragilidade.

4.2.2. Resisténcia dobravel

A resisténcia dobrével do filme foi verificada através do método de dobramento
repetido em regido especificada de cada filme (KARKI et al.,, 2016; SALEHI,
BODDOHI, 2019). Os filmes foram cortados na dimensdo 2 x 1 cm e a regido de

dobramento deverd formar um angulo de 180° (figura 5).

Figura 5 — Esquema de dobramento dos filmes
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Fonte: Autoria propria, 2023

O valor da resisténcia dobravel do filme foi determinado pelo nimero de vezes
que cada fragmento pode ser dobrado em regido especifica sem quebrar. O ensaio foi

realizado em triplicata, no qual cada amostra foi submetida a 600 repeticGes.
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4.2.3. PH de superficie

O potencial hidrogeniénico (pH) da superficie dos filmes foi verificado
empregando-se 0 método proposto por Salehi e Boddohi (2019) (SALEHI; BODDOHI,
2019). Inicialmente, os filmes foram cortados na dimensdo 1 x 1 cm e mantidos em 5mL
de 4gua destilada por 10 min para aumentar de volume. O medidor de pH (PH700, Apera
Instruments) foi utilizado para determinar o pH da superficie, o qual foi mensurado em
triplicata, a partir da aposicéo da sonda de pH na superficie de cada filme permanecendo

durante um minuto.

4.2.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um espectrometro de
infravermelho por transformada de Fourier (IRPrestige-21, Shimadzu, Japdo) com 64
varreduras e resolucio de 4 cm™ de 400-4000 cm™, na forma de filme. Os dados foram

visualizados em gréaficos plotados no Origin (OriginLab ®).

4.2.5. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (Differential Scanning Calorimetry — DSC)
foi utilizada para analise do perfil calorimétrico. As mensurac6es foram realizadas no
analisador térmico SHIMADZU DSC 60 Plus mediante aquecimento das amostras numa
taxa de 10°C/min de 35°C a 200°C sob atmosfera gas argonio inerte, com vazao de gas de

50mL/min. Os dados foram visualizados em graficos plotados no Origin (OriginLab ®).

4.3.ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O ensaio de liberacdo in vitro do extrato de M. nigra L. foi realizado
individualmente para os filmes Co, C1 e C2. Para essa analise, os filmes foram cortados
em pedacos de 1x2 cm e transferidos para tubos contendo 50 mL de PBS (pH 6,8). Em
intervalos de tempo predeterminados de 1h, 2h, 4h, 6h e 8h foram retiradas aliquotas de
1mL dos tubos e a densidade 6tica (DO) foi estimada em espectrofotémetro UV-VIS no
comprimento de onda 270nm. Os dados foram visualizados em gréaficos plotados no
Origin (OriginLab ®).
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4.4 ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

4.4.1. Cultivo Celular

Células VERO (ATCC CCL81), provenientes de rim de macaco verde africano,
foram cultivadas em meio MEM - Minimum Essential Media (Gibco) suplementado com
5% de SFB  (Gibco), piruvato, L-Glutamina 2mM  (Gibco) e
penicilina/estreptomicina/anfotericina B 100U/mL (Gibco) para fins de utilizagdo no

ensaio de viabilidade celular.

4.4.2. Ensaio de viabilidade celular por MTT

O método de reducdo do MTT (2H-Tetrazolium, 2-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-3,5-
difenil,bromide) foi utilizado para avaliagdo da citotoxicidade (MOSMANN, 1983). As
células VERO (ATCC CCL81), foram plaqueadas em placas de 96 pogos (5x10*
células/poco) e incubadas por 24 h ap6s o plagueamento. Apds a primeira incubacao, o
meio de cultura MEM foi aspirado e reposto em um volume de 100pL juntamente com
os estimulos: discos dos filmes com 3mm de didmetro que foram cortados com punchs
dermatolégicos.

Foi utilizado como branco, pocos apenas com o meio de cultura, como controle
negativo as células sem estimulo em meio de cultura e como controle positivo, 0 meio de
cultura com 10% de DMSO. Novamente, a placa foi incubada por 24h na estufa de 5%
de CO2 a 37°C.

Em seguida, o meio de cultura foi aspirado e os pocos foram lavadas com PBS 1x
e adicionou-se 100uL de MTT (5mg/mL) previamente diluido em MEM com fenol a 5%
e sem suplementacgdo. Quatro horas depois, retirou-se o contetdo total da placa e 100uL
de DMSO foram adicionados em cada po¢o homogeneizando vigorosamente para auxiliar
na dissolu¢do dos cristais de Formazan. Por fim, a absorbancia foi mensurada no
comprimento de onda de 570nm em espectrofotbmetro.

Para a interpretacdo dos resultados e calculos de viabilidade realizou-se a média da
absorbancia (Abs) das triplicatas de cada uma das amostras avaliadas, controles positivo
e negativo e branco, e aplicou-se na formula descrita abaixo. O mesmo foi feito para a

avaliacdo em 48h.
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Abs da amostra

VIABILIDADE (%) = 100
(%) * Abs do controle negativo

4.4.3. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada usando o software Graphpad Prism versdo 8.0.2 para
Windows (GraphPad Software ®), utilizando ANOVA para avaliacdo das medidas de pH
de superficie e viabilidade celular. Para ambas, adotou-se nivel de significancia de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES DE AMORA

5.1.1. Aspecto visual do filme de amora

Figura 6 — Aspecto visual dos filmes de amora
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Fonte: Autoria prépria, 2023

Os filmes C1 e C2 observados junto ao Co na figura 6, apresentaram aspecto
homogéneo, flexiveis, apresentaram aparente adesividade em relacdo a placa de Petri, cor

discretamente amarelada e uniforme e ndo apresentaram bolhas ou rupturas.
5.1.2. Resisténcia dobravel
Os filmes Co, C1 e C2 foram testados quanto a sua resisténcia dobravel para

determinar a resisténcia mecanica, pois, segundo Salehi e Boddohi (2019) a resisténcia a

dobra e ruptura é diretamente proporcional a resisténcia mecanica de um material.
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Por sua vez, a resisténcia mecanica e definida como a capacidade que um material
tem de suportar esforgos sem sofrer deformagdes plasticas (ANUSAVICE, 2013). Com
1SS0, todos os filmes foram testados em triplicata e dobrados no mesmo local formando
um angulo de 180° de forma a unir as suas pontas opostas e os dobramentos em cada filme
foram repetidos 600 vezes. Nenhuma das amostras testadas apresentou ruptura ou quebra
apos o procedimento, representando boa flexibilidade e resisténcia mecénica adequada (>
300) (NAIR et al., 2013; SALEHI; BODDOHI, 2019).

5.1.3. PH de superficie

A avaliacdo do pH da superficie tem como finalidade determinar se o pH do filme
mucoadesivo é compativel com o pH da mucosa bucal para evitar a ocorréncia de efeitos
topicos indesejados (NAIR et al., 2013; SALEHI; BODDOHI, 2019).

Apesar da mucosa bucal ser mais suscetivel a variagdes em seu pH, a saliva é um
poderoso sistema de tamponamento responsavel por manter um pH intraoral estavel
(AFRAMIAN; DAVIDOWITZ; BENOLIEL, 2006) e por isso é utilizada como
referéncia para compatibilidade nesta regido. O nivel de concentracdo de ions de
hidrogénio (pH) da saliva de um individuo saudavel é tradicionalmente medido ex vivo e
varia entre 6,0 e 7,5 (LOKE et al., 2016). A utilizacdo de filmes com valores de pH mais
acidos ou alcalinos do que o pH salivar podem causar irritacao e desconforto na mucosa,
além de interferir no grau de hidratacdo dos polimeros (KUMRIA et al., 2014).

Para os testes, os filmes foram testados em triplicata, e os resultados estéo listados
no grafico 1, sendo as médias para Co, 0 pH=6,9+0,14; para C1 pH=6,65+0,13 e para C2
pH=7,01£0,2; demostrando que todos possuem pH semelhante e compativeis 0s seus usos
na cavidade oral.

Gréfico 1. pH de superficie das amostras Co, C1 e C2
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Estes achados sdo semelhantes aos obtidos para os filmes de HPMC produzidos
por Chen et al. (CHEN; BUNTB; WENA, 2014) com o pH de superficie entre 6,1-7,2,
assim como os filmes de HPMC produzidos por Sanap et al. que apresentaram valores
entre 6,65-7,1.

5.1.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR ¢é utilizado na caraterizacéo e identificacdo de grupamentos quimicos de
materiais organicos e inorganicos presentes na estrutura de uma substancia. Na figura 7
estdo representados o0s espectros das amostras analisadas e em todas € possivel observar
vibracbes de alongamento caracteristicas da -OH em 3483,82cm™ que ocorrem no
HPMC, além do pico em 1374cm ™! associado & curvatura simétrica C—O—C do seu grupo
metoxi (AHMAD et al., 2022). O alongamento dos grupos metil presentes no HPMC
foram identificados em 2901,30 cm™ e os seus grupos propil em 1650cm™ conforme os

resultados obtidos por Punitha et al. (2014)

Figura 7 - Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier das amostras
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Fonte: Autoria propria, 2023

N&o houve alteragdo significativa nos picos caracteristicos do polimero na amostra
Co em relagéo as amostras C1 e C2, o que sugere ndao haver interacdo entre 0s grupos
funcionais do polimero e os grupos funcionais do extrato utilizado. Esses achados

sugerem que as moléculas do extrato estdo intactas no filme mucoadesivo e ndo ha
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interacdo fisico-quimica entre elas e o polimero (MEHER et al., 2013). De fato, é
importante que ndo haja interagdo a fim de ndo formar compostos desconhecidos e ndo

afetar a organizagéo e formacéo do filme.
5.1.5. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O DSC é utilizado para 0 monitoramento das variacdes de entalpia de uma amostra
em funcgdo da temperatura, possibilitando a avaliacdo de seu comportamento térmico. O

termograma das amostras Co, C1 e C2 estdo dados na figura 7A.

Figura 8 - Termograma de C1, C2 e Co entre 20 e 200°C (A) e entre 25 e 40°C (B).
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Fonte: Autoria prépria, 2023

Os resultados mostram um primeiro pico exotérmico em comum para as amostras
entre 55°C e 80°C, centralizado em 60°C na figura, junto a um amplo pico endotérmico
entre 50 e 135°C ja caracterizado para o polimero HPMC (TIMUR et al., 2019). Na figura
7B ¢ observada a auséncia de grandes variacfes de entalpia entre 25°C e 40°C. Desta
forma, observa-se um comportamento térmico favoravel em relacdo a temperatura

ambiente (25°C) e a temperatura corporal (37°C).

5.2.ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O ensaio de liberagdo in vitro tem como objetivo demonstrar a libera¢do do contetdo
do filme, o extrato de Morus nigra, em fun¢do do tempo no meio analisado. Segundo
Colombo et al. (1996), a liberagdo em sistemas como este é controlada pela capacidade
de difusdo do filme no meio e por sua eroséo, considerando esses fatores fundamentais

para o sucesso da liberagdo controlada.
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As medicdes foram baseadas nas medidas de densidade otica das solugdes a partir de
uma curva-padréo (245 a 290nm) feita com o extrato da M. nigra (20% p/v) em diferentes
concentragdes. Este ensaio utilizou, portanto, a lei de Lambert-Beer, na qual a densidade
Otica/absorbancia de uma solucédo de uma substancia absorvente obtida por técnicas de
espectrometria € diretamente proporcional a concentracdo da substancia (DELGADO,
2022). Desta forma, os resultados obtidos para a liberacgéo in vitro estdo descritos na figura
abaixo (figura 8).

Figura 9 — Liberagdo do extrato de amora
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Para o filme C1, observou-se que os valores percentuais de liberacdo obtidos na
solucdo analisada foram crescentes de 1h até o tempo de 6h, apresentando um declinio
em relacdo a medicgéo realizada em 8h, sugerindo o fim da sua capacidade de liberacéo
apos 6h. Para o filme C2, observa-se crescimento no percentual de liberacdo entre 1h e
6h, seguido por um pico em 8h, sugerindo uma liberacdo de maior quantidade de
componentes do extrato neste intervalo de tempo que pode ser relacionada a maior
concentracdo de extrato em C2 em relacdo a concentracdo em C1. A porcentagem de
liberac&o progressiva de C2 (91%) ao longo de 8h, promove uma liberagéo controlada ao
longo do tempo, favorecendo o aumento do intervalo entre as dosagens a serem
administradas.

Segundo Hadinugroho et al. (2023), 0 HPMC promove uma liberagcdo mais lenta em
relacdo as formulagbGes convencionais de comprimidos porque sua capacidade de
intumescimento aprisiona as moléculas encapsuladas no filme e a libera de forma

sustentada. Por sua vez, o glicerol, plastificante utilizado na produgéo do filme, aumenta
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a infiltracdo do farmaco na pele e membranas mucosas, favorecendo uma boa
biodisponibilidade (SINGLA; LEE, 2003).

5.3.ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

5.3.1. Anadlise de viabilidade celular por MTT em células Vero

O ensaio de MTT foi utilizado para a analise de citotoxicidade através da
viabilidade celular, pois em células vivas, o corante amarelo sollvel em dgua MTT €
reduzido a um precipitado de formazan de cor parpura escura, que pode ser analisado
através de espectrofotometria apés a dissolucdo em um solvente organico (MOSMANN,
1983). A linhagem celular VERO (ATCC CCL81) é recomendada pela 1ISO 10993-5
(ISO, 2009) para ensaios de citotoxicidade, como o MTT, por ser uma linhagem bem
estabelecida e caracterizada pela literatura. Os resultados obtidos através do ensaio estdo

representados no gréfico 2.

Gréfico 2 — Viabilidade celular por MTT em células Vero
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Foi observado que ndo houve diminuicéo na viabilidade celular em 24h para as
células testadas, sendo a viabilidade de 100% para todos os estimulos testados: Co, C1 e
C2. Para 48h, ndo houve reducéo da viabilidade para os filmes Co e C1 e, apenas o filme
C2, apresentou uma redugédo para 90%. Por isso, nenhum dos filmes foi considerado
citotoxico (<70%) (MOSMANN, 1983). Este resultado é semelhante aos achados de

Thamrongwatwongsa et al. que demonstraram n&o haver reducdo significativa da
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viabilidade celular em células Vero e HaCaT para os extratos de folhas e raizes de M.

nigra.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que este trabalho produziu com sucesso filmes mucoadesivos bucais
contendo extrato hidroalcodlico das folhas de M. nigra 20% (p/v) visando o tratamento
de sintomas climatéricos. Os filmes foram caracterizados fisico-quimicamente através de
FTIR, DSC, pH de superficie e resisténcia dobravel, apresentando as caracteristicas
necessarias e adequadas ao seu uso na mucosa bucal. Além disso, foi constatada a
capacidade de liberacdo do extrato através da difusdo e erosdo do filme em até 8h. E por
fim, através do ensaio MTT foi possivel concluir que os filmes ndo apresentam risco de
toxicidade celular. Sendo assim, ambos os filmes apresentaram resultados favoraveis ao
uso pretendido, com destaque para C2 e sua curva de liberagcdo controlada do extrato em
8 horas que faz com que este desponte como melhor formulagédo do filme a ser utilizada

em futuros ensaios in vivo.
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