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RESUMO

A psoriase € uma patologia de caréater inflamatério crénico que acomete cerca de 1 a 3%
da populacdo mundial. Atualmente, s&o utilizados tratamentos farmacolégicos que
apresentam variavel eficacia terapéutica, além de expressivos efeitos adversos, o que
impulsiona a busca por novos tratamentos. O Brasil apresenta uma rica biodiversidade
natural, com diversas espécies com potencial atividade farmacoldgica, entre elas a
Erythrina mulungu, uma arvore nativa do Brasil, rica em alcaloides, flavonoides e outros
compostos que apresentam diversos efeitos ja relatados, inclusive anti-inflamatéria. A
nanotecnologia é uma tecnologia cada vez mais utilizada frente ao grande potencial de
carreamento de farmacos por diferentes vias. Desta forma, o presente estudo possui como
objetivo o desenvolvimento de uma formulacdo de nanoemulsdo contendo a fracéo
butandlica de Erythrina mulungu. Para o cumprimento do objetivo, foram obtidas fracbes
utilizando diferentes solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) por
particdo liquido/liquido. A formulacdo foi desenvolvida e sua caracterizacéo foi realizada
por meio da avaliagdo do tamanho de particula e indice de polidispersédo. As formulactes
gue ndo apresentaram sinais de instabilidade, como a separacéo de fases seguiram para
a os testes de avaliacdo de estabilidade (tese de centrifugacao e ciclo gelo-degelo). Ao
final de cada teste foram realizadas as leituras do tamanho de particula e do indice de
polidispersédo. Ao todo, das 6 formulacdes produzidas, a que apresentou o0 menor tamanho
de particula e indice de polidisperséo durante e apés a realizacdo de todos os testes foi a
formulacdo de n° 3 composta por Ester de sorbitano (Crill) 2,5% e Hydrogenated Castor
Oil (Croduret) 7,5%, demonstrando maior estabilidade e maior poder de permeacao
cutanea. Por ouro lado, a formulacdo que apresentou maior instabilidade e menor poder
de permeacéo cutanea foi a formulacdo de n° 5 composta por Ester de sorbitano (Crill) 8,0
e Hydrogenated Castor Oil (Croduret) 2,0.

Palavras chave: psoriase, nanoemulséo, terapia topica, anti-inflamatorio natural
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1. INTRODUCAO

A psoriase é uma doenca inflamatéria crébnica da pele, que possui fortes
predisposicbes autoimunes e genéticas, com variadas manifestacdes clinicas
caracterizadas por lesbes cutaneas avermelhadas, queratinizadas, escamosas e bem
demarcadas. Segundo o Relatdrio Global sobre a Psoriase, a doenca pode ocorrer em
qualquer idade e acometer homens e mulheres. E uma das dermatoses mais comuns do
mundo, afetando cerca de 2 a 5% da populacdo mundial (MACHADO, 2020) e no Brasil,
de acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia, mais de 5 milh6es de adultos
sofrem de psoriase, 0 que corresponde a aproximadamente 1-3% da populacao
(AMARANTE, M. S. de L. D.; SENA, 2020).

Apesar da causa inicial da psoriase ainda permanecer desconhecida, acredita-se
gue seja multifatorial, com varios componentes-chave, incluindo suscetibilidade genética,
gatilhos ambientais em combinacdo com rompimento da barreira cutanea e disfuncéo
imunologica (RAYCHAUDHURI, 2014).

A psoriase é uma doenca incapacitante e traz muitos prejuizos na vida dos que vivem
com ela, podendo impactar significativamente a salde mental e autoestima,
principalmente quando as lesdes se encontram em regides como as maos, o0 rosto ou a
area genital, estando associada a uma alta incidéncia de depressao com ideacao suicida
e outras morbidades (PHILIP, 2010; RAYCHAUDHURI, 2014).

O tratamento medicamentoso varia de acordo com a intensidade das lesdes. Quando
se apresentam de forma leve sdo tratadas topicamente com glicocorticosteroides,
vitaminas e fototerapia. Quando se manifestam de forma moderada a grave séo tratadas
com terapias sistémicas, fototerapia ou agentes bioldgicos. Tanto as terapias tdpicas
guanto as sistémicas causam efeitos colaterais consideraveis como imunossupressao,
hepatotoxicidade e insuficiéncia renal. A presencga de comorbidades como artrite psoritica
também influencia na escolha do tratamento (RENDON, 2019; SCHAKEL, 2019). Além

disso, um dos farmacos mais utilizados na terapia topica apresenta diversas limitagdes



como, por exemplo, a baixa permeabilidade pela pele, em virtude das caracteristicas
lipofilicas da molécula, o que se torna uma desvantagem consideravel na pratica clinica ja

gue reduz a eficacia terapéutica do farmaco no local alvo (BANGALE et al., 2012).

Muitos estudos tém sido direcionados ao desenvolvimento de novos veiculos, bases
e métodos de aplicacdo tépica que superem a barreira da pele, objetivando a otimizacéo
da eficdcia clinica de inumeros medicamentos e consequentemente melhores
prognosticos (BHUTANI, 2012; TAKEDA et al. 1977). A utilizacao de sistemas de liberacéo
de farmacos baseados em nanotecnologia € uma técnica que vem despertando o interesse
por demonstrar resultados bastante promissores. As nanoemulsdes (NE) séo sistemas
coloidais estabilizados entre si por um filme de tensoativo, sendo compostos por 6leo e
agua. Em consequéncia de suas propriedades fisico-quimicas, esta tecnologia tem sido
bem-sucedida em superar a barreira do estrato cérneo, aumentando a biodisponibilidade
e a permeabilidade do farmaco pela barreira da pele. Além disso, apresenta um baixo perfil
de toxicidade, o que a torna um excelente veiculo para farmacos de baixa permeabilidade
(SINGH, 2013).

Os produtos naturais séo considerados a fonte mais importante de novas substancias
bioativas para o desenvolvimento de farmacos. A natureza contempla uma enorme
diversidade de organismos com potencial atividade biologica, sendo as plantas as
principais espécies para estudo de fontes de novas substancias bioativas. Estima-se que
existam mais de 400 mil espécies de plantas no planeta, sendo grande parte dessas
espécies pouco conhecidas ou estudadas (REIS, 2011; FELICIO, 2012).
Aproximadamente 35% dos farmacos disponiveis no mercado global sdo de origem natural
(OLIVEIRA, 2019; SOBRINHO; GUEDES-BRUNIL; CHRISTO, 2017).

Exemplos de farmacos desenvolvidos a partir de produtos naturais, introduzidos na
terapéutica nos ultimos anos, incluem alcaldides da vinca, taxdis e podofilotoxinas
(ALVARENGA, 2014) usados como antitumorais; o temsirolimus para o tratamento da
doenca de Alzheimer (Jiang, 2014); os analgésicos dronabinol e cannabinol (Sanz et al.,
2014); o antimicrobiano tigeciclina (Crespo et al. 2014); os anti-inflamatérios melaneina

dentre outros (Oliveira et al., 2014) e delfinidina (Hoss et al., 2013).
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A literatura cientifica lista diversos extratos vegetais e produtos naturais isolados de
plantas com atividade anti-inflamatoria relatadas em modelos in vitro e in vivo. Uma dessas
espécies € a planta Erythrina mulungu e é encontrada principalmente na regiao central do
Brasil e € conhecida popularmente como Mulungu. Possui diversas a¢gfes farmacoldgicas
como, por exemplo, sedativa, hipotensiva por se tratar de uma espécie rica em alcaloides,

flavonoides, entre outros compostos quimicos presentes (Lorenzi & Matos, 2002).

Neste contexto, é proposto neste projeto desenvolver uma formulacdo contendo

fracdo butandlica da espécie Erytrina mulungu,tendo como foco o tratamento da psoriase.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Psoriase

Do grego "psora” = "sarna" ou "erupcédo cutanea", a Psoriase € uma doenca da pele
e articulacdes que, por muito tempo foi confundida com a hanseniase, sendo diferenciada
somente em 1840. E uma patologia de forte carater inflamatorio, crénico, da pele e
articulacdes, imuno-mediada, de base genética, com variadas manifestacbes clinicas
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2020).

z

E uma doenca associada a uma elevada carga psicoldgica e custos financeiros,
assim como diminuicdo significativa da qualidade de vida dos doentes, principalmente
guando as lesdes se apresentam em areas como maos, bracos e area genital (BOICO et
al., 2022).

Figura 1 - Epidemiologia da Psoriase
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Fonte: MANCHESTER, 2019

Estima-se que cerca de 60 milhdes de pessoas convivem com a psoriase em todo o
mundo, sendo mais prevalente nos paises nérdicos, comparando-se a outras regifes do
globo, como demonstrado na figura 1 (Atlas Global da Psoriase, 2023). A incidéncia da
doenca varia de acordo com a idade, sexo, localizacdo geogréfica e classe social
(SANCLEMENTE, 2022).

A psoriase esta frequentemente associada a multiplas comorbidades como artrite
psoriatica, obesidade, diabetes mellitus, hipertenséo arterial dislipidemia e doenca de
Crohn (PEREZ-CHADA et al. 2020), doencas neurolégicas, psiquiatricas, asma, doencas
renais, esclerose multipla, ansiedade, doencas hepéaticas, doenca inflamatdria intestinal,
etc. (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

Vérias alteragdes histopatoldégicas como hiperplasia epidérmica, perda da camada
granular, alongamento regular das cristas epiteliais, espessamento da camada cornificada
(hiperqueratose), infiltrag&do de leucocitos diversos, aumento da vascularizagao na derme
e hiperproliferacdo de queratindcitos caracterizam a psoriase e permitem diferencia-la de
outras doencas inflamatorias da pele. Além disso, a psoriase caracteriza-se por uma
diferenciacdo e producédo anormal de queratindcitos, que tém implicacdes na patogénese
da doenca, levando a diferenciacdo anormal e superexpressdo da enzima
transglutaminase | e de involucrina, promovendo a queratinizagdo prematura e excessiva

da formacédo do envelope corneo, observado nas lesdes psoriaticas (ROCHA et al., 2022).
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Ainda ndo se conhece 0 evento inicial que seja capaz de promover a formacao das
lesBes psoridticas. Alguns estudos apontam que em individuos predispostos, alguns
estimulos externos como traumas, infeccdes, drogas, tabagismo e etilismo sdo capazes
de induzir geneticamente o evento inicial da psoriase. A secrecdo de interferon-a e a
producdo de fator de necrose tumoral (TNF-a) por células do sistema imune inato e
adaptativo sdo uns dos primeiros eventos que levam ao desenvolvimento das lesdes
psoriaticas. As células efetoras do sistema imune sado ativadas pelo interferon-a produzido
pelas células de Langherans, que por sua vez promovem a liberacdo de citocinas que

alimentam a cascata da inflamacao (ALMEIDA et al., 2023).

Quando presente em altas concentragdes o TNF-a promove o agravamento, devido
ao aumento da renovacdo das células epidérmicas, resultando em um espessamento
epidérmico marcante (acantose), com alongamento descendente e regular das cristas
epidérmicas. Consequentemente, alguns estudos indicam que o TNF-a, seja um dos
principais mediadores na patogénese da doenca. A quantidade de TNF-a circulante é

diretamente proporcional a intensidade e atividade da psoriase (Garcia-Pérez et al., 2014).

Uma vez na derme, as células Thl e T citotoxicas, liberam altas concentracées de

Interferon gama INF-y e TNF-q, indugao de células de adesao intercelular 1 (ICAM-1)
promovendo a inducdo de proteinas do MHC de classe Il nos queratindcitos. O
crescimento epidérmico € iniciado pelas células intradérmicas, que por sua vez iniciam a

hiperproliferacdo de queratinécitos (CASTILHO et al., 2021).

A psoriase pode se apresentar de diversas formas e intensidade. A mais comum é a

psoriase em placas (figura 2), que se apresenta com mais frequéncia nos joelhos e cotovelos.

Existe também a psoriase no couro cabeludo, que se apresenta em lesdes no couro cabeludo

gue podem se estender até o rosto, pescogo e orelhas. J4 a psoriase artropatica provoca

lesdes nos dedos das maos, dos pés e coluna vertebral. A psoriase gutata ou em gota é a

forma menos comum e acomete com mais frequéncia criancas e adultos jovens. A psoriase

pustulosa se apresenta em lesdes bolhosas com pus, principalmente nas méaos e pés e a

psoriase eritrodérmica se apresenta em uma lesdo generalizada da pele e é

consideravelmente grave e menos frequente (CARDOSO, 2017).
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Figura 2 - Psoriase em placas

2.2 Instrumentos de avaliacdo de gravidade da psoriase

Atualmente existem mais de 50 métodos de avaliacdo da psoriase, entretanto, a
grande maioria ndo apresenta validacdo adequada e ndo apresentam consenso entre si.

Dessa forma, ndo existe um consenso sobre qual o melhor instrumento a ser
utilizado. A seguir, segue a descrigdo dos principais métodos utilizados, que podem ser
utilizados isoladamente ou em associagéo (POLLO, 2020).

2.1.1 PASI (Psoriasis Area and Severity Index)

O método PASI é o método mais utilizado para avaliacdo da psoriase, inclusive no Brasil.
As lesdes sdo observadas de acordo com: descamacéao, infiltracdo e eritema e cada item é
classificado de acordo com a intensidade, variando de 1 a 4.

Cada fracdo do corpo acometida pela doenca (cabeca, membros superiores,
inferiores e tronco) é graduada de 0 a 6. Dessa forma, as caracteristicas das lesdes e a
superficie da area é analisada por meio de uma férmula que resulta em um score que varia
de 0 a 72 pontos (MAZZOTTI, 2019).

15



2.1.2 BSA (Body Surface Area)

O método BSA considera a area das lesdes de acordo com o numero de “palmas
das méaos” acometidas nos pacientes, assumindo que uma “palma da mao” reflete 15 do
BSA. E considerado um método limitado por n&o avaliar a intensidade clinica das les6es
e por levar a uma superestimacdo da extensédo das areas afetadas, principalmente em
casos leves (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.1.3 PGA (Physician’s Global Assessment)

O método PGA avalia as lesdes em uma escala de 0 a 6, quando, 0 = sem leséo, 1
= quase sem lesdo, 2 = lesao leve, 3 = lesdo variando entre leve a moderada, 4 = lesdo
moderada, 5 = lesdo variando entre moderada a grade e 6 = lesdo grave. Este método é
considerado limitado ja que ndo considera a extensdo das lesfes, mas somente a
intensidade das mesmas. E um método simples, mas pouco sensivel quando na presenca
de pequenas melhoras (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.1.4 DLQI (Dermatology Life Quality Index)

O método DLQI consiste na aplicacdo de um questionario composto por dez
guestdes em que se avalia o impacto da doenca sobre a qualidade de vida do paciente na
semana anterior a aplicacdo do questionario. Os scores resultantes do questionario podem
variar entre 0 a 30 e quanto maior o score, maior o impacto da doenca maior € a
repercussao de ordem psicoldgica, escolar, social ou profissional no paciente acometido
(JORGE, 2021).

2.2 Abordagem terapéutica

A terapia contra a psoriase é determinada de acordo com a forma clinica da doenca,
a gravidade, o estado clinico do paciente, idade, sexo e condicdo socioeconémica
(ARMSTRONG AW e READ C, 2020). Um ponto a ser considerado é o comprometimento
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da qualidade de vida causado pelas lesGes psoriticas, sobretudo aquelas localizadas nas
maos, regido genital e face (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

Diversas opgOes para o tratamento da psoriase se encontram disponiveis, dentre
elas os farmacos corticoides, analogos de vitamina D, fototerapia. Quadros clinicos leves
podem ser tratados com terapia tépica, que também pode ser utilizada como adjuvante na
terapia sistémica, utilizada em quadros mais intensos, com grande numero de lesbes
(PSORIASE BRASIL, 2017; SBD, 2016). J4 os quadros clinicos moderados a graves
podem ser tratados com terapia sistémica isolada ou em associacdo com terapia topica
(CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.1. Agentes tépicos

Farmacos de administragcdo topica sao os mais utilizados na terapia medicamentosa
contra a psoriase, podendo ser utilizados no tratamento de pacientes com quadros leves
e nas lesdes recalcitrantes e em quadros de maior gravidade, em associacdes (SINGH et.
al. 2016), (SBD,2020). Para estas situa¢gdes os farmacos coticoides topicos de poténcia
média, analogos topicos de vitamina D, foram relatados na literatura (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021) além dos ceratoliticos, emolientes, imunomoduladores, coaltar e antralina
(CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.1.1 Anélogos de vitamina D

Farmacos analogos a vitamina D possuem a capacidade de inibir a proliferacao
celular, aumentar a diferenciagao celular e modular os fatores imunologicos envolvidos na
etiologia da doenca (MUMOLI 2014). Por este motivo sao indicados para o tratamento da
psoriase em placa, com quadro clinico leve a moderado. Em psoriases graves, em que ha
grandes riscos de absorcado sistémica, calcipotriol e calcitriol, representado na figura 3,
nao devem ser utilizados (PINTO et al., 2021).

Figura 3 - Estrutura quimica do calcitriol
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2.2.1.2 Agentes Corticosteroides

Os farmacos corticosteroides tdpicos sdo os mais utilizados no tratamento contra a

psoriase.

Figura 4 - Estrutura quimica da Betametasona

S A Sug,
Fonte: PUBCHEM, 2023

O Dipropionato de Betametasona (Figura 4) 0,05mg/g € um farmaco anti-
Inflamatdrio esteroide sintético altamente utilizado no tratamento tépico da psoriase. E um
agonista do receptor de (glicocorticoide altamente potente que possui efeitos

antiproliferativos, imunossupressores, vasoconstritores e anti-inflamatorios. Seu
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mecanismo de acdo se da por meio da inibicdo da fosfolipase a2, pela expressao das
lipocortinas a nivel celular (SILVA et al., 2021). Essa inibicdo impede a sintese de acido
araquidbnico e consequentemente a biossintese de inUmeros compostos presentes na
cascata da coagulacdo, como por exemplo: histaminas, prostaglandinas, quininas,
sistema de complemento e leucotrienos (MACHADO et al., 2020).

O Dipropionato de Betametasona é indicado para o tratamento da psoriase leve a
moderada e se encontra em diferentes formulacdes, como pomadas, espumas, cremes e
locdes (BANGALE et al., 2012; COLOMBO et al., 2012).

O propionato de clobetasol e outro agente corticosteroide amplamente utilizado no
tratamento da psoriase em diferentes formas farmacéuticas como creme, pomada e

shampoo, em associagdo com outras terapias ou isoladamente (FELDMAN et al., 2009).

Atualmente, é utilizado na forma de creme a 0,5 mg/g (bisnaga com 30 g) e solu¢éo
capilar a 0,5 mg/g (frasco com 50 g) ndo ultrapassando a dose maxima semanal de 50 g
(PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS DA PSORIASE, 2021).

Apesar da alta eficacia e seguranca na utilizacdo de farmacos corticosteroides, essas
substancias podem promover alguns efeitos colaterais bem consideraveis, como o
afinamento da pele e o aparecimento de estrias, além de favorecer a ocorréncia de
taquifilaxia, que é a reducéo da resposta frente a sucessivas doses do farmaco, reduzindo
a eficacia do mesmo. Devido a isso, ndo deve ser utilizado por periodos superiores a duas
semanas (MALIK et al. 2015). Entretanto, essa classe farmacoldgica apresenta limitacdes
e desvantagens, como a baixa permeabilidade na pele, ficando retido no estrato cérneo,
reduzindo consideravelmente sua eficacia terapéutica no sitio alvo da acdo. Uma das
principais limitacdes € causada gracas a funcéo de barreira da pele, sendo essa estrutura
uma das mais impermeaveis a substancias exogenas do corpo humano. (BANGALE et al.,
2012; COLOMBO et al., 2012).

2.2.1.3 Queratoliticos
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Os farmacos queratoliticos mais utilizados séo o acido acetilsalicilico e a ureia, sendo
esta Ultima capaz de otimizar a penetracao dos corticosteroides potencializando-os, além

de reduzir a perda de agua transepidérmica e melhorar a hidratacdo da pele.

O acido acetilsalicilico € o agente queratolitico mais utilizado podendo ser utilizado

em areas mais espessas da pele como couro cabeludo e plantas dos pés.

Seu uso quando em associacdo com corticosteroides apresenta melhores resultados
se comparado a utilizacéo isolada de corticoide tépico, sendo necessario cautela frente ao
risco de intoxicacao (salicilismo) (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.1.4 Emolientes

Os agentes emolientes, como a vaselina podem ser utilizados em todos os quadros
de psoriase. Melhoram prurido, fissuras e funcdo cutanea, podendo ser utilizados de

maneira individual ou em associa¢édo com corticoides tépicos. (FARIA,2020).

2.2.1.5 Imunomoduladores topicos

A utilizacdo destes farmacos como o adalimumabe injetavel, na terapia contra a
psoriase é off label. Entretanto, atuam inibindo a acdo da calcineurina, que atua como um
fator de transcricdo para proteinas inflamatorias. Dessa forma, atuam inibindo a liberacéo
de substancias inflamatérias (FERRUCHI, 2023).

2.2.1.6 Coaltar e antralina

7

O coaltar € um derivado do alcatrdo e seus mecanismos de agao permanecem
desconhecidos. Entretanto, acredita-se que sua atuag&o se da por meio da diminuicdo da
proliferacdo dos queratindcitos, sendo este efeito potencializado quando em associacao a
radiacdo ultravioleta (método de Goeckerman) (CONSENSO BRASILEIRO DE
PSORIASE, 2020).

A antralina € uma substancia sintética da arobina, derivada de uma arvore

denominada araroba. Seu uso no tratamento da psoriase é limitado, podendo ser utilizado
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em altas ou baixas concentracdes, ou associada a radiacdo UVB, constituindo o método
Ingram (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.2 Fototerapia

E a terapia em que se utiliza raios ultravioleta do tipo UVA e UVB. Pode ser utilizada
de forma tdpica, sistémica e em associa¢do, seguindo-se critérios e normas de acordo
com o paciente (frequéncia de utilizacédo, dose, aderéncia etc.). Seu mecanismo de acao
se faz por meio da atividade antiproliferativa, antiinflamatéria e imunossupressora
(DUARTE et al., 2006). E utilizada como tratamento inicial em quadros moderados a
graves e é capaz de atrasar em até um ano a necessidade de utilizacdo de terapias
sistémicas, reduzindo, dessa forma, os custos para o sistema de saude (CONSENSO
BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020; TORRES, 2021).

Apesar da fototerapia ser realizada em unidades de tratamento e requerer tempo e
disponibilidade para as secdes, esta modalidade de terapia contra a psoriase provoca
menos efeitos adversos que os farmacos imunossupressores sistémicos. Entretanto, em
pacientes que fazem uso da fototerapia, podem ser observados inUmeros efeitos adversos

como nauseas, fotossensibilidade, malignidade, etc. (TORRES, 2021).

2.2.3 Agentes sistémicos

A terapia sistémica é indicada para pacientes que apresentam quadros moderados
a graves da doenca, podendo ser realizada de forma isolada ou em associagéo. Para esta
modalidade terapéutica estdo inclusos os tratamentos de uso, topico, oral, subcutaneo e
intramuscular (PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS DA PSORIASE,
2021).

2.2.3.1 Acitretina

A acitretina é um retinoide sintético e possui como metabdlito secundario o etretinato,
gue é menos lipofilico e atua aumentando a diferenciacdo dos queratinécitos, normalizando

a diferenciacdo, a mobilizacédo de leucotrienos e neutrdéfilos para a epiderme. Utilizada por
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via oral capsulas de 10 e 25 mg isoladamente ou em conjunto com outas terapias
(PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS DA PSORIASE, 2021). Quando
em combinacdo com a fototerapia, apresenta resultados superiores a ambos o0s tratamentos
isolados. Entretanto, apresenta inUmeras interacfes medicamentosas e efeitos adversos
(CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.3.2 Ciclosporina

A ciclosporina (CSA) é um polipeptidio isolado do fungo Beauveria nivea que atua
inibindo a calcineurina presente principalmente nos linfécitos T. Dessa forma, inibe a
liberacé@o de interleucina 2 (IL-2) pelas células T CD4+ ativadas. Atua em células como
gueratinécitos e mastacitos inibindo a producao de interferons, fator de necrose tumoral
nos queratinocitos e células endoteliais, reduzindo assim, a inflamacdo (CONSENSO
BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

A CSA é eficaz em todos os quadros de psoriase, entretanto, sua utilizacdo deve ser
reservada para quadros moderados a graves, em que houve falha em pelo menos uma
terapia sistémica (acitretina, metotrexato, fototerapia). Seu uso deve ser mantido sob
controle clinico e até o controle do quadro com fototerapia, abreviando a sobreposicéo das
terapias pelo menor periodo possivel devido ao grande risco de malignidade. Além disso,
possui como efeitos adversos a elevacdo dos niveis presséricos e desequilibrio
hidroeletrolitico, hiperlipidemia, entre outros (BRANDAO, 2022).

2.2.3.3 Metotrexato

O metotrexato (MTX) é um farmaco analogo ao acido folico que atua inibindo de
forma competitiva a sintese de purina e timidina por meio da ligacdo a dihidrofolato
redutase. E um farmaco quimioterapico que atua especificamente na fase S (fase de
sintese) do ciclo celular, fator este que explica sua forte atuacdo sobre os queratindcitos
em rapida divisdo. (BERNARDES, 2020).
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O MTX também atua como um farmaco anti-inflamatorio e imunomodulador
reduzindo a producéo de interleucina 1 (IL-1) e diminuindo a concentracéo de células de
Langherhans na epiderme (MARTINS; ARRUDA, 2004). Sua absorcdo por via oral
equivale a sua administracao pela via cutanea e intramuscular na dose de até 15 mg. Pode
ser utilizado de maneira isolada bem como em associacdo com outras modalidades
terapéuticas (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

Como efeitos adversos apresenta pancitopenia, intolerancia gastrointestinal,
ginecomastia, alteracdo de enzimas hepaticas e como manifestagbes clinicas de
toxicidade apresenta ulceracdes das placas psoriaticas, diarreia etc.E abortivo, mas ndo
teratogénico (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

2.2.3.4 Imunobiolégicos sistémicos

Os farmacos imunobiolégicos sdo compostos biolégicos formados por moléculas
proteicas combinadas de organismos vivos como bactérias, anticorpos monoclonais, por
meio de engenharia genética, que atuam inibindo ou bloqueando de forma benéfica a
resposta inflamatoria, através de ligacdo com receptores especificos (CARREIRA et al.,
2013; QUEMEL et al., 2021; SILVEIRA; COUTINHO; SOBRINHO, 2020).

Estes farmacos séo divididos em primeira e segunda geracdo, sendo que, 0S
farmacos de primeira geracao sao aqueles em que possuem proteinas recombinantes que
mimetizam as proteinas endégenas do organismo humano. Ja os de segunda geracao sao
aqueles que sofreram alteracdes na sequéncia de seus amino4cidos a fim de se tornarem
semelhantes as do organismo humano, por meio da biotecnologia (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2020). Sao eles, Infliximabe, Etanercepte,
Adalimumabe, Certolizumabe, Pegol, Ustequinumabe, Secuquinumabe, xequizumabe
Guselcumabe e Risanquizumabe (CONSENSO BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

Sendo assim, os farmacos imunobiologicos sé@o a ultima escolha para o tratamento
da psoriase grave,sendo este um algoritmo de tratamento proposto no Consenso

Brasileiro de Psoriase de 2020.
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Dessa forma, os tratamentos atualmente utilizados possibilitam a regressdo das
lesbes, entretanto, favorecem a ocorréncia de intensos efeitos adversos, como por
exemplo, nefrotoxicidade, desenvolvimento de diabetes e cancer, o que impacta
negativamente o estado de saude dos pacientes acometidos pela psoriase, sobretudo
agueles que apresentam quadros moderados a graves. Além disso, os tratamentos topicos
apresentam limitacdes como a baixa permeabilidade pela pele, o que impossibilita a
chegada do farmaco no local alvo, reduzindo sua eficacia e isto se da devido a forte
resisténcia fisiolégica da pele, que € o maior 6rgédo do corpo humano, frente a substancias
exdgenas (COLOMBO et al., 2012; BANGALE et al., 2012).

2.3 Estrutura da pele

A pele € o maior e mais complexo 6rgdo do corpo humano e apresenta multiplas
funcdes comoa protecdo do organismo frente a compostos exdgenos fisicos e quimicos,
termorregulagdo e interagdo altamente seletiva com o ambiente. Constitui cerca de 15%
do peso corporal e € composta, principalmente, por trés camadas denominadas derme,
epiderme e hipoderme gque se encontram inter-relacionadas entre si (MCGRATH, 2017;
TOBIN, 2017; BARBOSA, 2011).

Figura 5 - Estrutura da pele

Camada queratinizada

Pelo

Epiderme
Glandula sebacea

Derme

Foliculo piloso

Hipoderme — - * - _ arg
’ = > s
g e % Vaso sanguineo

A AL

Veia

Glandula sudoripara

24



Fonte: Adaptado de “Eucerin — Estruturas e fung¢des da pele”, 2023

2.3.1 Camadas da pele

A epiderme é a camada mais externa da pele e varia de espessura ao longo do corpo,
sendo mais espessa nas palmas das maos e pés e mais fina nas pélpebras. Esta primeira
camada exerce importante funcdo de barreira fisica em conjunto com a camada mais

7

inferior, a derme, que é mais espessa, rica em terminagdes nervosas e glandulas
(sudoriparas e sebaceas), além de ser altamente vascularizada. Esté ligada diretamente
a hipoderme ou tecido conjuntivo subcutaneo, que abrigada nervos e vasos maiores e esta
diretamente ligada a termorregulagéo do organismo como um todo (BARONI et al., 2012;

WELLER et al., 2008).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, € avascular e € composta por
epitélio escamoso, majoritariamente integrado por queratindcitos que se diferenciam para
formar as quatro subcamadas que comp6em a derme: camada cornea, camada granulosa,

camada espinhosa e camada basal, como ilustrado na figura 6 (ALVES, 2019).

Figura 6 - Camadas da epiderme
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A camada basal ou germinativa é a mais interna e separa a epiderme da derme. E
responsavel pelo revestimento da pele e possui moderada permeabilidade (ALVES, 2019).
E composta por epitélio estratificado pavimentoso. J& as duas camadas intermediarias séo
compostas por células vivas e nucleadas que se diferenciam, perdem o nudcleo e suas
organelas se dissolvem, se tornando impermeaveis em razdo de sua camada hiper
queratinizada, a chamada camada cérnea (BORGES, 2010). Esta camada € a primeira
barreira por agentes externos e é altamente lipidica e € esta a primeira barreira frente a

penetracdo de farmacos pela pele (BARONI, 2010).

Esta maturacéo do queratindcito desde a camada basal até a camada cérnea ocorre
normalmente em um intervalo que varia entre 15 e 30 dias. Ja em pacientes que
apresentam lesdes psoriasicas, em que ha um quadro de hiperproliferacéo, este periodo
é encurtado, podendo chegar até 4 dias (ALVES, 2019).

A derme é a camada de sustentacdo da pele e esta localizada mais abaixo da derme.
E composta basicamente por elastina, que garante sustentacéo e flexibilidade, colageno
e acido hialurénico, onde estdo localizados os fibroblastos, que s&do células mais
abundantes nesta camada e responsaveis pela producdo de coladgeno. Possui também
vasos de menor calibre e nervos (SHIMIZU, 2016). A derme também é subdividida em
subcamadas: a camada papilar, formada por tecido conjuntivo frouxo altamente
vascularizada e que estd em contato direto com a derme reticular, composta por tecido
conjuntivo denso (BARONI et al., 2012; SILVA, 2019).

Ja a hipoderme esté diretamente ligada a derme e € a camada mais interna da pele.
E composta basicamente por tecido adiposo. Atua como uma reserva energética e como
uma manta térmica. Atua também como uma barreira protetora frente a traumas fisicos,
além de permitir certo deslizamento entre a derme e os 6rgdos (MCGRATH, 2017;
CESTARI, 2018).

Para que o farmaco administrado por via topica atinja o seu sitio alvo, € necessario
gue este seja capaz de permear pelas camadas da pele por meio de mecanismos capazes

de carrear o principio ativo.
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2.3.2 Permeacao cutanea

A permeacéao de farmacos administrados por via topica pelo EC pode ocorrer por trés
vias, sendo elas, por via transepidérmica, por meio da interacdo do farmaco com aos
cornedcitos; via anexos cutaneos como ductos de suor, glandulas sebaceas e sudoriparas
e por via intercelular, por meio da intera¢éo do farmaco com a matriz (RUBELO, 2023). O
farmaco podera utilizar-se de uma ou mais vias a depender de suas caracteristicas fisico-
quimicas (TELES, 2023).

A utilizacdo de terapias tépicas fornece diversas vantagens como a protecdo do
farmaco frente ao metabolismo de primeira passagem e alteracdes gastrointestinais, a
facilidade de aplicacdo pelo paciente em conjunto com a variabilidade de aplicacéo
considerando a extensibilidade da pele e possibilidade de rapida interrupcdo do tratamento

frente a possiveis intercorréncias (LOPES, 2018).

Apesar das multiplas camadas existentes na pele, a eficacia de uma formulacéo de
uso toépico dependera de como suas particulas permeardo pelo estrato corneo (EC).Por
sua vez, o estrato cOrneo € a camada mais externa da pele e rica em lipideos e proteinas,
possuindo baixo teor hidrico comparando-se a camadas mais profundas, o que lhe confere
certa impermeabilidade, se tornando assim, uma etapa limitante a utilizacdo de
formulacdes por via topica, o que exige do farmaco uma série de propriedades fisico-
guimicas, o que acaba restringindo grande nimero de potenciais moléculas (ROSADO;
GIMMIER, 2012).

Dessa forma, a fim de se romper as barreiras exercidas pelo EC para a efetiva
permeacgdo dos farmacos, podem ser utilizados diversos mecanismos tanto fisicos, que
sdo capazes de romper temporariamente a barreira da pele quanto quimicos, que se
utiizam de diversos mecanismos, entre eles a modificagdo da permeacgdo quimica
(AGATEMOR, 2028).

Outro método disponivel para o aumento da biodisponibilidade do farmaco em seu

sitio alvo é a diminuicdo do tamanho de particula do mesmo por meio das hanoemulsdes.
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2.4 Nanoemulsdes

Os tratamentos farmacologicos topicos sdo terapias de primeira linha contra as
lesbes psoriasicas devido a seguranca e praticidade de administracdo. Entretanto,
tratamentos convencionais com cremes, pomadas e logbes demonstram baixa
permeabilidade através da pele evidenciando uma consideravel limitacdo frente a este
modelo terapéutico na pratica clinica, reduzindo a eficacia do farmaco no tecido alvo
(Kumar et al., 2019). Objetivando a superacédo dessas limitacbes as nanoemulsdes se
tornaram um importante objeto de interesse nas aplica¢des farmacoldgicas topicas gracas
a resultados promissores para o tratamento de muitas disfuncbes farmacoldgicas
(BANGALE et al., 2012).

A nanoemulsdo é uma tecnologia caracterizada pela disperséo de 6leo e agua por
meio de tensoativos, no qual os tamanhos das particulas séo inferiores a 500 nm. Quando
se encontra de forma estavel, com quantidade reduzida de tensoativos, particulas com
tamanho inferior a 500 nm sdo consideradas nanoemulsdo (ROSSA et al., 2019). Esta
caracteristica de tamanho das goticulas nanométricas possibilita que os compostos
guimicos incorporados nas nanoemuls@es sejam carreados ao longo das camadas da pele
devido as limitantes caracteristicas deste tecido e este € um dos fatores que fazem com
gue as nanoemulsbes sejam formulacdes de tdo grande importancia na aplicacdo e
desenvolvimento de modalidades terapéuticas utilizando este tipo de formulagéo (XAVIER
& SANTOS et al., 2022).

Além disso, as nanoemulsdes também apresentam vantagens quanto a possibilidade
de protecdo do farmaco frente as instabilidades do organismo, mantendo seus niveis
constantes, obtencdo de estabilidade cinética, liberacdo controlada do farmaco,
caracteristicas organolépticas favoraveis, aumento da absorcdo, penetracdo e
biodisponibilidade do farmaco carreado (PORTO et al., 2020).

As nanoemulsdes podem ser classificadas em agua em 6leo (A/O) e 6leo em agua
(O/A). Nas nanoemulsdes O/A as goticulas de 6leo estao dispersas em uma fase continua
de agua, enquanto nas emulsdes A/O as goticulas de agua estédo dispersas em uma fase
continua de 6leo. Existem também as emuls6es multiplas, compostas por 6leo em agua

em Oleo (O/A/O) e 4gua em Oleo em agua (A/O/A), que geralmente sdo utilizadas em
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formulacdes de liberacdo controlada ou retardada (CALLENDER, 2017). Estes sistemas
apresentam diversas vantagens relacionadas a administracdo topica de farmacos.
Algumas dessas vantagens se dao pela baixa toxicidade e consequente menor irritacao
da pele, maior controle do tamanho das particulas, maior estabilidade e dissolucéo de
farmacos com maior carater lipofilico, além de promover a viscoelasticidade e hidratacéao
da pele. A administragdo topica de farmacos proporciona maior conforto e praticidade para
0 paciente, auxiliando em uma maior adesédo ao tratamento (TADIVEE, 2012; ROSEN &
KUNJAPPU, 2012).

Sendo as nanoemulsdes sistemas termodinamicamente instaveis, as formas de
preparagdo possuem grande relevancia na estabilidade da formulacdo. Os métodos de
preparo podem ser classificados em duas categorias: métodos de baixa energia, onde a
emulsificacdo ocorre pela alteracdo da prépria energia quimica dos componentes do
sistema — como a emulsificacdo espontanea e em métodos de alta energia, em que ha

necessidade de um aparelho tecnoldgico, como o ultrassom (PORTO et al., 2020).

Nos métodos de alta energia, as forcas mecanicas quebram as goticulas em
nanogoticulas. O tamanho das particulas € inversamente proporcional a forca atribuida,
ou seja, quanto maior a energia, menor sera a goticula (GONCALVES et al., 2018). Um
dos métodos preferiveis na alta energia € o de emulsificacdo ultrass6nica, no qual o
aparelho promove a emulsificacdo pelo processo de cavitagcdo acustica que € um
fendbmeno de formacéo e colapso de microbolhas, causadas pelas oscilacdes de pressao
geradas pelas ondas acusticas. As nanogoticulas sdo formadas por meio da turbuléncia
causada pelo colapso das microbolhas. Devido a essas caracteristicas, o tamanho das
nanoparticulas pode ser alterado por meio da variacdo do volume de processamento,
tempo de sonicagdo e amplitude acustica (LI et al., 2017). Outra vantagem do método de
alta energia se da pela menor necessidade de tensoativos, reduzindo dessa forma, os
custos de producao, a interferéncia de aromas e sabores (associados aos tensoativos)

bem como a tendéncia a formacéo de espuma (BOTELHO et al., 2018).

Ja os métodos de baixa energia apresentam a vantagem de ndo necessitarem de
equipamentos sofisticados, sendo possivel a obtencdo das nanoparticulas por meio de

uma simples agitacdo. Entretanto, esta técnica pode necessitar de maiores quantidades
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de tensoativos na formulacéo a fim de se obter o produto desejado (SOLANS, 2012). O
método de emulsificacdo espontédnea é o principal exemplo de um método de baixa
energia, na qual a fase organica composta pelo tensoativo lipofilico e o dleo € injetada na
fase aquosa, composta por tensoativo hidrofilico e agua, sob agitacdo magnética
constante (SOLANS et al., 2005; TADROS et al., 2004).

Os tensoativos séo substancias anfifilicas, ou seja, possuem uma regido de maior
afinidade por solventes hidrofilicos e outra regido com maior afinidade por solventes
lipofilicos. Dessa forma, atuam reduzindo a tenséo interfacial do sistema, formando um
filme em torno dos globulos da fase interna com caracteristicas esféricas e eletrostaticas
(PORTO et al., 2020).

Tendo em vista todas as vantagens apresentadas pelas nanoemulsdes, estudos
apresentaram melhores resultados na administracao tépica in vitro e in vivo ha permeacao
transdérmica de farmacos antipsoriasicos, comparando-se as formulagdes convencionais,
como as pomadas e cremes, aumentando assim a eficacia dos tratamentos propostos
(ZHANG et al., 2011).

Utilizando-se desta nova tecnologia,as nanoemulsdes foram utilizadas nesse
trabalho para incorporar a fracdo butandlica de Erythrina mulungu, que em estudos
anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa demonstraram atividades
antiinflamatorias. Afim de se obter uma melhor permeacao através da pele pelo composto
ativo, alcancando 0s anexos cutaneos e assim, apresentar uma alternativa terapéutica
mais eficaz e com menores efeitos colaterais em comparacdo as formulacdes

convencionais.

2.5 Erythrina mulungu

O termo planta medicinal é utilizado para designar toda e qualquer espécie, cultivada
ou ndo, que é utilizada para fins terapéuticos (ANVISA, 2010). A utilizacdo de plantas
medicinais com finalidade terapéutica € uma pratica comum e antiga (VEIGA JUNIOR et

al., 2005; FEIJO et al., 2012), sendo que as primeiras referéncias escritas sobre este fim
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datam de 2.800 a.c (CZELUSNIAK et al., 2012). Plantas e extratos vegetais constituiam

até o século XIX o principal recurso terapéutico (REIS et al., 2007).

O Brasil apresenta uma rica biodiversidade natural, incluindo importantes espécies
vegetais detendo cerca de 1/3 de espécies medicinais conhecidas, 0 que proporciona ao
pais um grande potencial para pesquisas em produtos medicinais, incluindo espécies
vegetais (BELLA CRUZ et al., 2011). Muitas espécies nativas brasileiras sdo empregadas
em terapias a partir dos conhecimentos desenvolvidos pelas comunidades indigenas
(SHERNCKEL, 2007).

A E. mulungu (figura 7) é uma planta nativa do Brasil e ocorre predominantemente
na regido sudeste do pais (REFLORA, 2013). O Erythrina vem do grego “erythros”, que
significa vermelho, em alus&o a cor das flores de diversas espécies deste género. E uma
planta arbérea, que pode chegar em uma altura entre 10 e 14m e tronco com 40 a 50 cm
de diametro (LORENZI, 1992). Perde a folhagem e sem seguida floresce entre os meses
de julho a setembro. As flores possuem coloracdo vermelho-vivo em cacho, folhas
compostas, trifoliadas e grandes (em média atingem 12cm) (SCHLEIER; QUIRINO;
RAHME, 2016).

Figura 7 - Exemplar de Erythrina mulungu

Fonte: FITOTERAPIA BRASIL, 2018

E conhecida popularmente por mulungu, amansa-senhor, bico-de-papagaio, entre
outros nomes (FEITOSA et al., 2012)
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O interesse pelas propriedades dessa planta € de longa data, ja que a mesma se
encontra descrita na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, que entrou em vigor
através do Decreto n° 17.509, de 4 de novembro de 1926. Este documento apresenta a
descricdo macro e microscépica das cascas da planta, bem como prova de identificacao
da presenca de alcaloides, controle de impurezas e avaliacdo de sua atividade bioldgica.

Esta avaliagéo refere-se a um ensaio de letalidade em camundongos.

Diversos estudos permitiram a identificacdo de substadncias como alcaloides,
flavonoides, terpenos, além de inimeros outros grupos de metabdlitos (SARRAGIOTO &
MARSAIOLI, 1981; NKENGFACK et al., 1994; GARCIA-MATEOS, SOTO-HERNANDEZ
& KELLY, 1998; FLAUSINO et al., 2007). Mais recentemente, Feitosa e colaboradores
(2012), relataram a presenca de erisotrina, eritratidina, eritratidinona, seu epimero e

hidroxi derivado nas cascas de material adquirido de fornecedor nacional.

Em alguns estudos diversos alcaloides presentes na planta demonstraram efeitos
hipotensores, anticonvulsivantes, antioxidantes, hipnética, anti-inflamatéria e analgésica
(GARCIA-MATEOS, SOTO-HERNANDEZ & KELLY, 1998; ONUSIC et 26 al., 2003;
MARCHIORO et al., 2005; FLAUSINO et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2003 e 2007;
RAUPP et al., 2008).

Na medicina popular, as flores e cascas da planta sdo utilizadas no tratamento da
asma, tosse de fundo nervoso, insbnia, calmante, entre outras (SARRAGIOTTO,
LEITAOFILHO & MARSAIOLI, 1981; ONUSIC et al., 2003; PEREIRA & MACHADO, 2008).
Entretanto, a utilizagdo para fins medicinais por pessoas leigas sem prévio
acompanhamento farmacéutico ou médico ndo é recomendada, sobretudo em pessoas
com insuficiéncia cardiaca, principalmente das sementes que possuem altos niveis de
alcaloides, podendo atingir niveis altamente téxicos (SCHLEIER;QUIRINO; RAHME,
2016).

Figura 8 - Exemplar da arvore de Erythrina mulungu.
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Fonte: UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, 2019

Neste contexto, diante de todos os resultados apresentados sobre os compostos
presentes na espécie E. mulungu é proposto neste projeto desenvolver formulacdes de
nanoemulsdo contendo fragdes da espécie E.mulungu, tendo como foco o tratamento da

psoriase.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver a formulacdo de nanoemulsdo contendo a fracdo butandlica das cascas
de E. Mulungu

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a obtencéo da fracéo butandlica do extrato de E.mulungu por particao
liquido-liquido;

e Desenvolver a formulacao de nanoemulsao contendo a fracdo butandlica das
cascas de E.mulungu;
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e Caracterizar a nanoemulséo de Erythrina mulungu;

e Avaliar a estabilidade da formulacéo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao da fracéo butandlica

4.1.1 Obtencéao do extrato etandlico

Para a obtencdo da fracdo butanodlica o extrato etandlico bruto foi previamente
preparado em laboratério e submetido, a uma extracao por particéo liquido-liquido em que

se utiliza solventes de crescente polaridade.

O p6 das cascas do caule da espécie Erythrina mulungu. (Lote ALL 068279) foram
adquiridos em laboratério especializado na venda de insumos fitoterapicos farmacéuticos
All Chemistry Produtos Naturais & Farmacéuticos no més de agosto de 2018. O material
vegetal foi estabilizado por secagem e pulverizado. Em seguida, foi submetido ao método

extrativo por percolacdo para a obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB).

Para o processo de extracdo, foram pesados 8 gramas de material vegetal em um
béquer de 250,0 mL juntamente com 100 mL de etanol 96°GL e deixado em repouso por
4 horas. Em seguida, a mistura foi transferida para um percolador e deixada em repouso
por 24h. Apés, o percolado foi recolhido de 5 em 5 dias e o solvente reposto, por trés
semanas. Por meio de um funil de vidro contendo algod&o, o percolado foi filtrado e
transferido para um baldo volumétrico e submetido a concentracdo por meio de um
evaporador rotativo (T=40°C) (Fisatom). O restante do etanol remanescente foi evaporado
em estufa de circulacdo de ar (Fanem) a 30°C, até a completa evaporacdo. O extrato
etandlico so foi considerado seco apos trés pesagens consecutivas sem variacao do peso.
Em seguida, foi armazenado em dessecador de vidro contendo silica gel até a realizagédo

das extracOes posteriores.

4.1.2 Obtencéo da fragdo butandlica de Erythrina mulungu
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Inicialmente, foram pesados 8 gramas do extrato etandlico bruto preparado
previamente no laboratorio, em béquer de 250 mL. O EEB foi solubilizado em MeOH/H20
(9:1, viv) em banho de ultrassom. A solucéo foi submetida a uma extracao liquido-liquido
por meio de solventes organicos seguindo uma ordem crescente de polaridade, como sera

descrita a seguir.

A solucao completamente solubilizada em banho ultrassonico foi transferida para um
funil de separacédo de 250 mL, em seguida foram adicionados 50 mL de hexano (C.H:) a
solugdo com seguinte agitacdo suave. O funil foi deixado em repouso para a completa
separacao de fases. A fragéo hexanica foi recolhida em um erlenmeyer e 50 mL de hexano
foram adicionados a fracdo aquosa presente no funil. Este processo foi repetido por mais

quatro vezes.

Em seguida, foram adicionados ao funil de separacao 50 mL diclorometano (CH-Cl.)
com seguinte agitacdo suave do funil. Apds esse processo, o funil foi deixado em repouso
para a completa separacdo de fases, a fracdo diclorometéanica foi recolhida e este

processo foi repetido por mais quatro vezes.

A fracdo aquosa presente no funil foram adicionados 50 mL de acetato de etila, com
seguinte agitacédo suave. O funil foi deixado em repouso para a completa separacéo de
fases, a fracdo em acetato de etila foi posteriormente recolhida e o processo foi repetido

por mais quatro vezes.

Apos o ultimo recolhimento da fracdo em acetato de etila, foram adicionados a fracao
aguosa remanescente no funil 50 mL de n-butanol. Posteriormente, o funil foi submetido a
suave agitacao e em seguida, repouso para a separacao de fases. A fracdo butandlica foi
recolhida e o processo foi repetido por quatro vezes. A fracdo butandlica foi concentrada
por meio do evaporador rotativo (Fisatom) a temperatura de 40°C, para a reducédo do
volume dos solventes. O restante do solvente foi evaporado em estufa a 30°C, até a
completa evaporacao, obtendo-se o extrato seco, que so foi considerado seco apos trés

pesagens consecutivas sem diferenga de peso.

O extrato butandlico foi armazenado em dessecador de vidro contendo silica gel até

a utilizacédo para a producao das nanoemulsoes.
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Figura 9 - Processo de obtencao da fragdo butandlica de Erythrina mulungu.

Processo de produgéo do extrato butandlico de Erythrina mulungu. 1 — Obtencéo do extrato bruto; 2- Extragdo
da fragdo butandlica; 3- Processo de secagem da fragdo por meio do desumidificador

4.2 Desenvolvimento da formulacéo contendo fracdo butandlica de Erythrina

mulungu
4.2.1 Estudo da solubilidade do extrato butandlico de Erythrina mulungu

Para a realizacao do estudo da solubilidade do extrato butanélico obtido por extracdo
liquido-liquido, utilizou-se a metodologia empregada por Tran et al. 2014, com alteragdes,
utilizando os seguintes solventes: dimetilsulfoxido (DMSO), Polietilenoglicol 400
(PEG4000), Crill (Hydrogenated Castor Oil) e Croduret (éster sorbitano) nas
concentragfes de 2%, 3% e 4% em temperatura ambiente, com 0,10g de extrato, sendo
o valor da quantidade de
DMSO calculado sob a concentracdo final da formulagdo, n&o ultrapassando 200
microlitros. As avaliacdes da solubilidade do extrato nos solventes foram realizadas por

meio da observacéo a olho nu.
4.2.2 Desenvolvimento da formulagéo

A formulacdo de escolha para este trabalho foi a nanoemulsdo devido as

caracteristicas apresentadas pelo extrato e pelos excipientes. Para o preparo da
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nanoemulsdo foram utilizados Croduret (Hydrogenated Castor Oil), Crill (éster de

sorbitano), dimetilsulféxido (DMSO) e agua ultrapura (mili-Q).

Tabela 1 - Formulagbes desenvolvidas no experimento

AGUA
FORMULAGAO CRILL CRODURET OLEO DMSO Fr.BuOH DEIONIZADA
1 5% 5.0% 10% 1% 0,50% Q.5.P 20,0g
2 7% 2,5% 10% 1% 0,50% Q.S.P 20,0g
3 2.5% 7.5% 10% 1% 0,50% Q.5.P 20,0g
4 7.0% 3.0% 10% 1% 0,50% Q.S.P 20,0g
5 8.0% 2,0% 10% 1% 0,50% Q.S.P 20,0g
6 6,0% 4.0% 10% 1% 0,50% Q.5.P 20,0g

Apos testadas as concentracdes, a disperséo e a solubilizacao da fracdo butandlica,
a formulacéo foi preparada em duas etapas. A primeira consistiu na solubilizacdo da fracéo
butandlica em DMSO. A fracdo butandlica foi transferida para tubo cénico de 1,5 mL

previamente identificados e pesados em balanca analitica, totalizando 0,100g de extrato.

Em seguida, a fracdo oleosa composta por Croduret, Crill e éleo, foi aguecida em
banho maria por meio de uma manta aquecedora (T= 60 °C) sob constante agitacao. Apds
a completa fusdo da fracéo lipidica da nanoemulséo, a fracdo butandlica foi transferida
para a fase oleosa. Seguidamente, a fracdo aquosa composta por agua deionizada foi
vertida gota a gota lentamente & fase oleosa, sob aquecimento, ndo ultrapassando 60 °C,

a fim de se manter as propriedades do extrato, como consta na figura 10.

Figura 10 - Sistema utilizado para a producdo das formula¢des de nanoemulséo contendo E.
mulungu.
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Apés a solubilizacdo e completa mistura de todos os componentes, o aquecimento
foi desligado e a formulagdo foi mantida em constante agitacao (Fisaton®, Modelo 713)

até o resfriamento a temperatura ambiente.

4.3 Caracterizagao fisico-quimica da formulagédo contendo frac&do butandlica

de Erythrina mulungu

4.3.1 Avaliacédo do tamanho da particula e indice de polidispersao

O tamanho das particulas e o indice de polidispersao das nanoparticulas foram
avaliados pelo método Dynamic Light Scattering (DLS), pelo aparelho Zetasizer Malvern
modelo PN3702, representado pela figura 11. O potencial zeta foi medido de acordo com
a tecnica de microeletroforese associada a anemometria do laser doppler pelo
equipamento Zetasizer Nano Z00s+ (Malvern Instruments, UK). As analises foram
realizadas 24 horas, 7 e 14 dias ap0s a producdo das formulagBes em triplicata, apds
diluicdo das amostras (1:100) com agua ultrapura, a temperatura de 25 °C. Os dados

foram expressos como a média + desvio padrao (SANTOS et al., 2017).

Figura 11 - Aparelho Zetasizer Malvern PN3702
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Fonte: CNSI LAB MANAGEMENT SYSTEM, 2024

4.4 Avaliacao da estabilidade da formulacao

4.4.1 Teste de centrifugacéo

O teste de centrifugacao possui o intuito de se avaliar a estabilidade da formulacéo.
O teste foi realizado 24h apds a producédo das formulacdes a fim de se garantir que nao
houve separacao de fases dentro deste periodo. Para a execucao do teste, foi realizada a
centrifugacéo 3g de amostra, em triplicata, por 30 minutos, a 3000 rpm, sob temperatura
de 25 °C.

Apés a realizacdo do teste deve ser observado a presenca de mudancas na
coloracdo, oxidacdo ou separacdo de fases. Se detectada a presenca de quaisquer
alteracdes, indica que houve instabilidades na formulacdo que devem ser corrigidas
(SCHORRO et al., 2021).

4.4.2 Ciclo gelo-degelo

ApoOs o teste de centrifugacdo, as amostras que ndo apresentaram alteracdes que
indicassem instabilidade, foram submetidas ao teste de estresse térmico, que consiste em
submeter as amostras em ciclos de aguecimento e resfriamento por meio da utilizacéo de
estufa e geladeira, em temperaturas que variam de 40°C a £ 2°C em estufa e -5°C = -2°C
em geladeira, em 3 ciclos de 7 dias (OTHMER, 1979) (RADICCHI et al., 2020).
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Ao final de cada ciclo, realizou-se a avaliacdo das caracteristicas organolépticas das
formulacGes em comparagcdo com a amostra controle, que n&o passou pelos testes de
estresse térmico. ApOs as analises, as amostras foram classificadas em m [|. sem
identificacdo de separacéo de fases, Il: leve separacgéo de fases, Ill: notavel separacao de
fases, IV: produto com menos que 50% de separacao de fases e V: produto com mais de
50% de separacao de fases (OTHMER, 1979).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencédo da frac&o butandlica de Erythrina mulungu

Atualmente existem inimeras técnicas para a extracao de substancias bioativas de
materiais vegetais que envolvem diversos solventes e formas extrativas como percolacao,

decoccéo, hidrodestilacdo, entre outras técnicas extrativas (GOMES et al., 2020).

Estudos recentes realizados em nosso grupo de pesquisa demonstraram
consideravel atividade antioxidante em frac6es butandlicas de Erythrina mulungu, o que
justifica a escolha desta fracéo para a producéo de formulacédo contendo a mesma como

potencial terapia para a psoriase.

Para a obtencéo da fracao butandlica a partir do extrato etandélico bruto de Erythrina
mulungu foi utilizada a técnica de extracdo liquido-liquido por solventes de crescente
polaridade, em que se realiza a extragdo sequencial de flavonoides, fenois e alcaloides
(HE et al., 2020). EEB foi solubilizado em uma solu¢cdo de metanol e agua MeOH/H20
(9:1, v/iv) em banho de ultrassom até a completa solubilizacdo. Em seguida, o extrato
solubilizado foi submetido a extrag&o liquido-liquido com diferentes solventes em ordem
crescente polaridade. Sendo assim, iniciou-se a extragdo com solventes como hexano,
seguida de leve agitacdo ao funil com posterior repouso para a completa separacdo de
fases. Posteriormente, recolheu-se a fracdo hexanica, com subsequente reposicdo de
hexano a fragdo aquosa remanescente no funil, sendo repetida esta etapa por mais quatro
vezes. Todos 0s processos anteriormente citados que foram realizados com o0 hexano

foram também realizados com os outros solventes de média a alta polaridade (hexano,
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diclorometano, acetato de etila e butanol), finalizando com a evaporagéo com evaporador
rotativo, secagem em estufa e pesagem da fracdo butandlica. O extrato butandlico foi
armazenado em dessecador de vidro contendo silica gel até a utilizacdo para a producéo

das nanoemulsdes.

O rendimento do processo de extracao liquido-liquido do extrato etandlico bruto de

Erythrina mulungu estéo expostos na tabela a seguir (TABELA 2).

Tabela 2 - Rendimento das fragbes das cacas de Erithryna mulungu submetidos ao processo de
fracionamento liquido-liquido com solventes de polaridade crescente

MATERIAL Fracdo Fracao Fracdo em Fracao n- Fracao
hexanica (g) diclorometénica (g)  acetato de etila  butandlica (g) aquosa (g)

(¢)]

Extrato 0,35g (7%) 0,83¢g (16,6%) 1,249 (24,8%) 0,879 (17,4%) 0,169
etanolico de (3,2%)
Erithryna

mulungu (8g)

Como demonstrado na tabela 2, o rendimento da fracdo butandlica foi de 17,4%.

Pesquisas anteriores obtiveram rendimentos superiores (Coqueiro et al. (2014) e
inferiores (Feitosa et al. (2012) ao presente estudo, entretanto, em condi¢Oes de presséo
e temperatura diferentes, o que propéem que as condi¢cdes do método extrativo sejam

determinantes para o rendimento final do processo.

5.2 Desenvolvimento da formulagéo
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5.2.1 Estudo da solubilidade do extrato butandélico de Erythrina mulungu

Por meio do estudo da solubilidade do extrato butandlico foi possivel determinar o
solvente de escolha de acordo com a avaliacdo ocular da auséncia da presenga de grumos

na mistura extrato-solvente.

Inicialmente, os testes foram realizados em temperatura ambiente. A solubilizacéo
do extrato em PEG 4000, Hydrogenated Castor Oil (Crill) e éster sorbitano (Croduret) ndo
ocorreu, pois nao foi possivel evidenciar uma mistura homogénea, sem a presenca de
grumos. Dessa forma, foram testadas em banho de ultrassom, em temperatura de
aproximadamente 35 graus célsius. A solubilizacdo ocorreu de forma incompleta apds
longo periodo de tempo. J& nos testes com DMSO, foi possivel observar a solubilizacao
do extrato em temperatura ambiente, de forma completa e ripida. Dessa forma, foi
possivel observar que o solvente que melhor solubilizou o extrato foi o DMSO, frente aos
demais, Hydrogenated Castor Oil (Criill) e éster sorbitano (Croduret), nas nas

concentracfes de 2%, 3% e 4% em temperatura ambiente, com 0,109 de extrato.

5.2.2 Obtencéo da formulacédo de nanoemulsao contendo a fracdo butandlica de
Erythrina mulungu

Inicialmente foram desenvolvidas trés formulacbes como formulacdes piloto, pela
técnica de tentativa e erro: Formulag&o 1 - Ester de sorbitano (Crill) 5,0% e Hydrogenated
Castor Qil (Croduret) 5,0%; Formulac&o 2 - Ester de sorbitano (Crill) 7,5% e Hydrogenated
Castor Qil (Croduret) 2,5%; Formulacéo 3 - Ester de sorbitano (Crill) 2,5% e Hydrogenated
Castor Oil (Croduret) 7,5% A partir dos testes e das observacdes realizadas, foram
produzidas mais trés formulagbes de concentragdes intermediarias a formulacéo 2 e 3,

objetivando menor tamanho de particula, indice de polidispersdao e menor fluidez.

As trés primeiras formulagbes desenvolvidas apresentaram expressiva fluidez,
caracteristica ndo muito interessante considerando-se sua utilizacdo sobre a pele. A
formulacdo de numero 1 apresentou separacéo de fases na avaliagao realizada 24h apos

a producéo, indicando instabilidade na nanoemulséao, como representado na figura 12.

Figura 12 - Formulagbes 1,2 e 3
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Imagens das formulagées 24h ap6s a producgéo: Formulagéo 1 - Ester de sorbitano (Crill) 5,0% e
Hydrogenated Castor Oil (Croduret) 5,0%; Formulac&o 2 - Ester de sorbitano (Crill) 7,5% e Hydrogenated
Castor Oil (Croduret) 2,5%; Formulag&o 3 - Ester de sorbitano (Crill) 2,5% e Hydrogenated Castor Oil
(Croduret) 7,5%
Desta maneira, a formulagéo de numero 1 foi excluida e foram produzidas mais trés
formulacbes de concentracdes intermediarias as formulacdes 1 e 2, que foram as

formulacdes 4, 5 e 6, representadas na figura 13, a seguir.

Figura 13 - Formulagbes 4,5 e 6

Imagens das formulagées 24h ap6s a produgéo: Formulagéo 4 - Ester de sorbitano (Crill) 7,0 e
Hydrogenated Castor Oil (Croduret) 3,0; Formulacg&o 5 - Ester de sorbitano (Crill) 8,0 e Hydrogenated
Castor Oil (Croduret) 2,0; Formulac&o 6 - Ester de sorbitano (Crill) 2,5 e Hydrogenated Castor Oil
(Croduret) 7,5
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As formulacbes de numeros 4, 5 e 6 apresentaram menor fluidez e maior
consisténcia, caracteristicas consideravelmente importantes, visto que as lesfes
psoriasicas mais comuns se apresentam em locais como joelhos e cotovelos (CONSENSO
BRASILEIRO DE PSORIASE, 2020).

5.3 Caracterizacdo da nanoemulséo

5.3.1 Avaliacdo do tamanho da particula e indice de polidisperséo

O indice de polidispersdo varia entre 0 e 1. Quanto mais proximos de 0 forem os
resultados, menor a variacdo do tamanho das particulas da formulacdo (SOUZA, 2012).

Para a avaliagdo do tamanho de particula e do indice de polidispersdo, foram
realizadas leituras 24h apés a producéo das formulagdes, apos o teste de centrifugacéo e
ao final do teste de estresse térmico.

As leituras foram realizadas em triplicata e na tabela a seguir (tabela 3) se encontram
as médias dos resultados das mesmas, que foram realizadas 24h apds a producéo das

formulacdes, a fim de se garantir o resfriamento total e estabilizacdo da temperatura.

Tabela 3 - Leitura do tamanho de particula e indice de polidispersdo 24h apos a produgédo das
formulacgtes

Formulagéo Crill Croduret Pdi médio Tamanho (nm)
1 5,0% 5,0% 0,212 86,4
2 7,5% 2.5% 0,396 2139
3 2,5% 7.5% 0,134 73,26
4 7,0% 3,0% 0,278 1679
5 8,0% 2,0% 0,835 2999
6 6,0% 4.0% 0,243 1420

Como representado pela tabela, somente as formulacées de numero 5 e 2
apresentaram indices acima de 0,3, que indica maior variabilidade no tamanho das

particulas e, portanto, maiores chances de agregacao entre as mesmas.
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A formulagcédo de nimero 1, apesar da formacgéo de grumos, apresentou o segundo melhor
Pdi, ficando atras somente da formulagdo de numero 3.

Tendo a formulagcdo de numero 1 apresentado a formacao de grumos, a mesma foi
excluida dos testes posteriores. Dessa forma, a formulacdo que apresentou melhores

resultados foi a formulagédo de nimero 3.

5.4 Avaliagdo da estabilidade da nanoemulséo

5.4.1 Teste de centrifugacao

Para a avaliacdo da estabilidade das referidas formulacfes, 10 gramas de amostra
de cada formulacdo foram submetidos a 3000 rpm, por 30 minutos, a temperatura
ambiente, 24h apds a producao das formulacdes. As formulacfes foram entdo avaliadas
guanto a presenca de separacdo de fases, alteracdo na coloracdo e oxidacédo, que

representam instabilidade na formulagéo (BRASIL, 2004).

A amostra de niumero 1 apresentou a formacdo de grumos, indicando que houve

separacao de fases, como demonstrado na figura 14.

Figura 14 - Formulag&o 1 24h apés a producao apresentando a presenc¢a de grumos

o

Formulag&o 1 - Ester de sorbitano (Crill) -5,0 eCroduret - 5,0

Dessa forma, a formulacéo foi considerada reprovada, ndo sendo submetida ao
teste.As demais formulacoes, 2, 3, 4, 5 e 6 ndo apresentaram alteracdes que indicassem
instabilidade apds o teste, como representado na figura 15.
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Figura 15 - Amostras 3, 4 e 6 submetidas a centrifugacéo

A leitura do tamanho de particula e do indice de polidispersao foi realizada antes e

apos o teste de centrifugacao e os resultados se encontram na tabela a seguir (tabela 4).

Tabela 4 - Leitura do tamanho de particula e indice de polidispersédo ao final do teste de
centrifugacdo formulacdes 2,3,4,5¢e 6

Formulacéao Crill Croduret Pdi Tamanho (nm)  Var. do Pdi Var. do tamanho
2 75% 2,5% 0,478 230,6 0,082 -16,7
3 25% 7,5% 0,150 80,5 0,016 -7,24
4 7,0% 3,0% 0,240 207,3 0,038 -39,4
5 8,0% 2,0% 1,00 1113 0,165 -813,1
6 6,0% 4,0% 0,364 173,5 0,121 -31,5

Como representado pela tabela 4, a formulagcédo que apresentou maior variabilidade
no indice de polidispersdo e no tamanho de particula, considerando a leitura realizada
antes do teste de centrifugac&o foi a formulagéo de numero 5 (Ester de sorbitano (Crill)-
8,0% e Croduret -2,0%.Além disso, a mesma apresentou o maior tamanho de particula
dentre as formulacdes testadas, indicando menor poder de permeacao cutanea, além de
Pdi altamente superior a 0,3, indicando alta variabilidade no tamanho das particulas e
consequentemente maiores chances de instabilidade na formulacdo. Por outro lado, a
formulag@o que apresentou menor variagdo no tamanho de particula foi a formulagéo de

namero 3 (Crill -2,5%e Croduret - 7,5%), além de apresentar o menor tamanho de particula
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e indice de polidispersédo, apresentando o maior potencial de permeacdo pela pele e

estabilidade.
5.4.2 Ciclo gelo-degelo

Apds o teste de centrifugacdo, as amostras aprovadas (2, 3, 4, 5 e 6) seguiram para
o teste do ciclo gelo-degelo, que consiste na submissdo das amostras a temperaturas de

40°C a £ 2°C, em estufa e -5°C £ -2°C em geladeira, em 3 ciclos de 7 dias.

As amostras foram comparadas a amostra controle, ou seja, aquela que nao foi
submetida ao teste e avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas ao final de cada
ciclo. Dessa forma, foram agrupadas de acordo com as caracteristicas apresentadas,

sendo:

- Sem identificacdo de separacao de fases

lI- Leve identificacdo de separacéo de fases

lll- Presenca consideravel de separacao de fases

IV-  Amostra com menos de 50% de separacéo de fases

V- Amostra com mais de 50% de separacéo de fases

Em nenhum dos ciclos as amostras apresentaram separacao de fases ou quaisquer
alteracdes que indicassem instabilidade nas formulacfes, sendo assim classificadas como

I, como demonstrados na figura a seguir.

Figura 16 - Amostras 2,3, 4,5 e 6 submetidas ao teste de estresse térmico
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Amostras submetidas ao estresse térmico sem alteracdes que indiguem instabilidade

A leitura do tamanho de particula e do indice de polidisperséo foi realizada ao final

do terceiro ciclo do teste e os resultados estdo representados na tabela a seguir (tabela

5).

Tabela 5 - Leitura do tamanho de particula e indice de polidispersao ao final do teste de estresse

térmico nas formulacgdes 2, 3,4,5e 6

Formulacdo  Crill  Croduret Pdi Tamanho (nm) Var.Pdi Var.tamanho de particula
2 7,5% 2,5% 0,567 289,8 0,089 -59,2
3 2,5% 7,5% 0,174 77,9 0,024 2,6
4 7,0% 3,0% 0,214 171,6 0,026 35,7
5 8,0% 2,0% 0,643 658,3 0,357 454,7
6 6,0%  4,0% 0,227 152,9 0,137 20,6

Como no teste anterior, a formulagdo que apresentou maior variabilidade tanto no

tamanho de particula quanto no indice de polidisperséo foi a amostra de nimero 5(Ester

de sorbitano (Crill) -8,0% e (Croduret) Hydrogenated Castor Oil -2,0%, como demonstrado

na tabela 5, indicando também instabilidade na formulacao (Pdi>>0,3) e menor potencial

de permeacdo cutanea frente ao tamanho de particula apresentado no teste. Por outro

lado, a formulacdo que apresentou menor variagdo tanto no tamanho de particula quanto

no indice de polidispers&o foi a formulacdo de nimero 3 nas concentracdes de criil (Ester
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de sorbitano ) 2,5% e crodurett (Hydrogenated Castor Oil) 7,5% além de apresentar o
menor tamanho de particula e indice de polidisperséo, apresentando o maior potencial de

permeacao pela pele e estabilidade.
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6. CONCLUSAO

Para o cumprimento dos objetivos, sendo o principal o desenvolvimento da
formulacdo contendo a fracdo butandlica de E. mulungu, muitas etapas de pesquisa
precisaram ser executadas. Dessa forma, por meio dos testes executados, pode-se

concluir que o solvente de escolha foi o DMSO, na concentracao de 2%.

Foi possivel desenvolver diferentes formulacdes de nanoemulsao contendo a fracao
butandlica das cascas de E. mulungu e por meio dos testes e avaliacfes realizadas é
possivel concluir que a formulacdo de escolha para a producdo de uma nanoemulséo
contendo a fracdo butandlica de E. mulungu foi a formulacdo de nimero 3 (Ester de
sorbitano (Crill) 2,5% e Hydrogenated Castor Oil (Croduret) 7,5%) j& que a mesma
apresentou o menor tamanho de particula, o que garante a mesma maior poder de
permeabilidade cutanea, considerando as caracteristicas anatdémicas deste tecido. Além
disso, a mesma demonstrou ser a mais estavel, apresentando o menor Pdi médio dentre
as formulagdes testadas e com a menor variacao entre os testes realizados, demonstrando
baixa variabilidade no tamanho das particulas e, portanto, maior estabilidade, visto que,
guanto maior a diferenca de tamanho entre o tamanho das particulas de uma formulacéo,

maiores sao as chances de ocorréncia de instabilidades.

Além disso, é possivel concluir também que, para a referida formulacédo, quanto
maior for a concentracdo de Ester de sorbitano (Crill) e menor for a concentracéo de
Hydrogenated Castor Oil (Croduret), maior ser4 a o tamanho das particulas e variacédo

entre as mesmas.
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