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RESUMO

Brosimum gaudichaudii é uma planta do Cerrado brasileiro que possui
furanocumarinas com potencial terapéutico para tratamento do vitiligo, com destaque
ao bergapteno e psoraleno. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo
desenvolver nanoemulsfes, formulacbes capazes de incorporar ativos vegetais e
modular a permeacdo através da pele, a partir de extratos de Brosimum gaudichaudii,
para tratamento topico do vitiligo. Os compostos bergapteno e psoraleno foram
guantificados por Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC). Extratos etandlicos
do po6 (EXT1) e da casca da raiz (EXT2) de Brosimum gaudichaudii foram preparados
e caracterizados por triagem fotoquimica. Apresentaram poucas diferencas na
deteccdo de compostos, mas houve formacao de diferentes cristais. Nanoemulsdes
6leo-em-agua (O/A) de cada extrato foram preparadas utilizando Labrasol® e Plurol®
para incorporar o EXT1 e o EXT2, obtendo NE1 e NE2. O tamanho de goticula, o
potencial zeta, pH e teor de ativos nas nanoemulsdes foram avaliados. Os efeitos dos
extratos e padrdes sobre a viabilidade, migracdo e proliferagcdo celular foram
analisados em melandcitos e queratindcitos humanos. Além disso, o potencial de
irritabilidade das nanoemulsfes foi avaliado por ensaio de HET-CAM. No estudo de
estabilidade, as nanoemulsdées apresentaram pH em torno 4,0. As nanoemulsdes
apresentaram tamanho de goticula tamanho ideal, entre 50 e 200 nm. Houve aumento
do tamanho de goticula das nanoemulsdes armazenadas em camara climatica, o que
pode ser atribuido ao aumento da temperatura. O potencial zeta das nanoemulsées
foi negativo, menor que -10 mV. Nos estudos de permeacao in vitro, as nanoemulsdes
reduziram a permeacdo dos ativos bergapteno e psoraleno. Os extratos
demonstraram certa citotoxicidade em melandcitos e queratinécitos, mas estimularam
migracao celular. As duas nanoemulsdes foram classificadas como irritantes leves nos
ensaios de HET-CAM e adequadas para uso topico. As nanoemulsdes desenvolvidas
nesse trabalho, portanto, apresentaram-se estaveis, com aspectos fisicos e
caracteristicas organolépticas adequadas para aplicagdo topica, e foram capazes de
concentrar os ativos na pele, reduzindo a permeacao através da pele, o que poderia

causar um impacto negativo na seguranca do tratamento do vitiligo.

Palavras-chave: nanoemulsdes, Brosimum gaudichaudii, bergapteno, psoraleno,

vitiligo
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ABSTRACT

Brosimum gaudichaudii is a Brazilian Cerrado plant which has furanocumarinas with
therapeutic potential for vitiligo treatment, like bergapteno and psoralen. Considering
its therapeutic potential, this work aimed to develop nanoemulsions, which are
formulations capable of incorporating plant compounds and regulate the permeation
through the skin, using Brosimum gaudichaudii extracts, for topical treatment of vitiligo.
Bergapteno and psoralen compounds were quantified by high efficiency liquid
chromatograph (HPLC). Ethanolics extracts of the Powder (EXT1) and the root bark
(EXT?2) of Brosimum gaudichaudii were prepared and characterized by photochemical
screening. They showed few differences in the detection of compounds, but they
produced different crystals conformations. Oil-in-water nanoemulsions (O/A) of each
extract were prepared using Labrasol ® and Plurol ® to incorporate EXT1 and EXT2,
obtaining NE1 and NE2. The droplet size, the zeta potential, pH and contente of
bergapten and psoralen in the nanoemulsions were evaluated. The effects of the
extracts and standards on the viability, migration and cellular proliferation were
analyzed in human melanocytes and keratinocytes. In addition, the irritability potential
of the nanoemulsions was evaluated by HET-CAM assay. In the stability study, the
nanoemulsions presented PH around 4.0. The nanoemulsions presented an optimal
droplet size between 50 and 200 nm. There was an increase in the droplet size of the
nanoemulsions stored in the climate chamber, which can be attributed to the increase
in temperature. The nanoemulsions’ zeta potential was negative, less than -10 mV. In
the in vitro permeation studies, nanoemulsions reduced the permeation of bergapteno
and psoralen compounds. The extracts demonstrated a certain cytotoxicity in
melanocytes and keratinocytes, but they stimulated cellular migration. The
nanoemulsions were classified as mild irritants in the HET-CAM assay and suitable for
topical use. The nanoemulsions developed in this work, therefore, were stable, with
physical aspects and organoleptic characteristics suitable for topical application, and
were able to concentrate the compounds on the skin, reducing the permeation through
the skin, the That could cause a negative impact on the safety of vitiligo treatment.

Key words: nanoemulsions, Brosimum gaudichaudii, bergapten, psoralen, vitiligo
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HPLC Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia

LD Limite de deteccao

LQ Limite de quantificacao

mg Miligrama

mL Mililitro

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazdlio
ug Micrograma

NB- Narrow-band-UVB

NE Nanoemulséo

NEC Nanoemulsao controle

NE1 Nanoemulsdo do extrato do pd da raiz de Brosimum
NE2 Nanoemulsdo da casca da raiz coletada de Brosimum
nm Nanbmetro

OIA Oleo-em-agua

PDI indice de polidisperséo

pH Potencial hidrogenibnico

PUVA Psoralenos associado a exposicéo com radiag&o ultravioleta
uv Ultravioleta

UVA Radiacgéao ultravioleta tipo A

uvB Radiacé&o ultravioleta tipo B
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1 INTRODUCAO

O vitiligo é uma hipomelanose, ou seja, uma desordem de pigmentacao
caracterizada por uma baixa producdo de melanina, que € a substancia que da
pigmento a pele. Pode ser causado por uma reducdo no nimero ou pela auséncia de
melandcitos, as células produtoras de melanina (1). A doenca se apresenta sob a
forma de manchas com auséncia de cor, geralmente localizadas em uma ou mais
partes do corpo, que podem se apresentar de forma uni ou bilateral (2).

Na pele humana, os melandcitos sdo encontrados na camada basal da
epiderme e organizam-se com 0S queratindcitos em unidades funcionais,
denominadas unidades epidermais de melanina ou melano-epidérmicas, na
propor¢do de 1:36. O equilibrio dessas unidades determina a regulacdo da divisdo
dos melandcitos e transferéncia de melanossomas para os queratindcitos (3—6).

O mecanismo da patogénese do vitiligo ainda ndo € bem estabelecido. Algumas
teorias sugerem que a patologia possa ter origem autoimune, celular, genética ou uma
combinacao de fatores. Contudo, a manifestacéo da doenca varia entre os individuos,
de forma que estabelecer a causa torna-se um desafio (7,8).

O maior impacto causado pelo vitiligo é psicossocial, tendo em vista que o
aparecimento das manchas tende a afetar a autoestima dos individuos. Contudo,
existem estudos que correlacionam o vitiligo a incidéncia de doencas inflamatérias ou
autoimunes, como por exemplo Lupus Eritematoso Sistémico, diabetes mellitus tipo 1,
dermatite atdpica, entre outras (9—11). O vitiligo ndo se caracteriza como uma doenca
contagiosa e também ainda ndo tem cura. Porém, existem diferentes alternativas para
tratar a patologia, que devem ser avaliadas de acordo com observagdes clinicas,
como a caracteristica das manchas, nimero, tipo de pele do paciente, entre outras
(12,13).

Com o intuito de estimular a sintese de melanina nas areas da pele que
apresentam a perda do pigmento, uma das alternativas de tratamento para o vitiligo
consiste no uso de furocumarinas. Essas substancias podem ser encontradas em
diversas espécies de plantas, como por exemplo na espécie Brosimum gaudichaudii,
com destaque ao bergapteno e psoraleno.

No Brasil, um medicamento fitoterapico produzido a partir dos compostos da
espécie Brosimum gaudichaudii (Viticromin®) foi registrado, com comprovacéo

terapéutica na categoria melanizante destinado ao tratamento de vitiligo e discromias.



O Viticromin® estava disponivel nas formas de comprimidos, solucdo tépica e
pomadas (14-16). Contudo, em 2009 foi publicada a Resolucéo - RE N° - 2.078, de 4
de janeiro de 2009, na qual consta o cancelamento de Registro do Medicamento (17).
Dessa forma, o uso seguro de extratos derivados dessa espécie requer estudos que
fornecam os requisitos minimos de eficacia, qualidade e seguranca do produto final.

Apesar do registro de derivados de Brosimum gaudichaudii, ndo ha estudos
gue comprovem a concentracdo de componentes do extrato que penetram a pele.
Além disso, solugbes e pomadas sdo formas farmacéuticas convencionais que
apresentam algumas desvantagens no tratamento de manchas causadas pelo vitiligo.
As solucdes sao formas farmacéuticas liquidas que geralmente contém agua em sua
composi¢cdo (18), o que pode dificultar a estabilidade de ativos vegetais. J& as
pomadas, sao formas farmacéuticas pouco aceitas pelos pacientes, por serem
associadas a um efeito gorduroso, cheiro forte e dificuldade de se lavar. Estudos
também sugerem que pomadas podem ser menos eficazes que emulsdes, por
exemplo, na penetracdo de principios ativos na pele, devido a composi¢cdo
basicamente lipidica (18—20).

Em contraposicdo as formas farmacéuticas tradicionais, a nanotecnologia
apresenta inUmeras vantagens para a producdo de fitoterapicos e fitocosmeéticos,
como o aumento da solubilidade e biodisponibilidade, reducéo da toxicidade, melhora
da atividade farmacoldgica, aumento da estabilidade, liberacdo sustentada, protecéo
contra degradacao fisica e quimica, entre outras (21,22). Nanoemulsdes por exemplo,
sdo sistemas coloidais liquidos, transparentes e extremamente estaveis, com
tamanho de goticulas em escala nanométrica (50 - 200 nm). Além disso, séo
adequadas para substancias pouco solUveis em sistemas transdérmicos. Essas
caracteristicas fazem delas sistemas altamente desejaveis para aplicacédo
dermatolégica (23-25).

Nesse sentido, esse trabalho tem como proposta desenvolver nanoemulsdes
contendo extrato de Brosimum gaudichaudii para o tratamento tépico de vitiligo. Esse
tipo de formulagdo tem como vantagens: (i) estabilidade; (ii)) melhor penetracao de
ativos atraves da pele, devido ao tamanho de goticula e composicao; (iii) possibilidade
de controle de permeacdao; (iv) a transparéncia caracteristica facilita a visualizacao de
processos de instabilidade (26). Ademais, na via topica ha um grande beneficio em
relacdo a outras vias de administracdo. Por essa via, ndo ha reducédo da

biodisponibilidade do farmaco devido ao metabolismo de primeira passagem (27).



1.1 Pele

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano. E formada por trés camadas distintas:
derme, epiderme e hipoderme (Figura 1). A hipoderme encontra-se sob a derme e
consiste de tecido adiposo ou células de gordura com uma parte constituida de
colageno. A derme situa-se abaixo da epiderme e possui a funcdo de fornecer apoio
estrutural e nutricional a epiderme. Ela contém os vasos sanguineos, nervos, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas, musculo eretor de pelo e glandulas sudoriparas. J& a
epiderme constitui a camada mais superficial da pele, formada por quatro camadas

celulares distintas (Figura 2): basal, espinhosa, granulosa e cérnea (28,29).
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Figura 1. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme. Fonte: Adaptado de Alexander et al.
(2012)(30).

A camada basal da epiderme é a mais profunda e caracteriza-se por uma Unica
camada de células com nucleos mitoticos. Nessa camada podem ser encontradas
diferentes tipos de células, como as células produtoras de melanina, os melandécitos;
e as células de Merkel, responsaveis pela resposta sensorial (31).

Na camada espinhosa, podem ser encontrados nas células os granulos de
melanina e as células de Langerhans, importantes fagocitos que auxiliam na ativacao
da resposta imunoldgica contra substancias estranhas. Logo acima, encontra-se a
camada granulosa, formada por camadas de células achatadas, com dois tipos de

granulos oriundos da desintegracé@o do nucleo e das organelas: granulos de querato-



hialina e lamelares. Esses granulos sdo responsaveis pela formacdo de queratina,
sintese de lipideos e reducéo da perda de agua (31).

A camada mais externa da epiderme é a camada cérnea, também chamada de
estrato corneo. E formada por células mortas queratinizadas, 0s cornedcitos,
organizados em estruturas lamelares, achatadas. Além dessas células, o estrato
corneo € composto por uma matriz lipidica. Devido a estrutura e composi¢ao, essa

camada é a principal barreira a penetracdo de farmacos pela pele (32,33).
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Figura 2. Camadas da epiderme e estruturas: camada basal, camada espinhosa, camada granulosa e
camada coérnea. Fonte: Adaptado de http://mimvet.blogspot.com.br/2015/10/mcac-ii-fisiologia-da-

pele.html

A sequéncia de eventos que culmina na formacéo de cornedcitos tem inicio na
proliferacdo das células na camada basal da epiderme. Ao deixar a camada basal, as
células comecam a se diferenciar e migrar para a parte mais externa da epiderme,
através da camada espinhosa e camada granulosa. Nessa camada, as células
comecam a perder seus nucleos e finalmente atingem a camada cérnea, na qual
tornam-se achatadas, preenchidas com queratina e glicolipideos nos espacos
intercelulares (29,33).

A pele é um o6rgdo complexo e apresenta inUmeras funcdes biolégicas. A
principal delas consiste na funcéo barreira, pois sua estrutura impede a entrada de
muitos microrganismos, diversas substancias quimicas, e também fornece protecao
contra a radiacdo ultravioleta (UV) e a perda de 4gua. Outras fungbes importantes
desempenhadas pela pele sdo: homeostase térmica, suporte mecanico, secre¢édo de
substancias pelas glandulas e atividade metabdlica (32,34).

Dependendo da regido do corpo, a pele apresenta diferencas quanto a

espessura, distribuicdo de anexos como unhas, pelo e cabelos, conteddo de melanina,
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entre outros. Mudancas podem ser provocadas ha fisiologia da pele quando ha
exposicao a fatores externos como radiacdo UV, ou quando ha atuacdo de fatores
genéticos e/ou do envelhecimento. O surgimento de rugas ou manchas e perda de
elasticidade estimulam a busca por tratamentos estéticos ou farmacoldgicos. Nesse
contexto, busca-se melhorar o aspecto da pele e contribuir para a salude e autoestima
(31,35,36).

1.1.1 Vias de penetracéo epidérmica

Um farmaco para ter acdo tanto local quanto sistémica deve conseguir
atravessar as camadas da epiderme, a comecar pelo estrato corneo, principal barreira
contra a entrada de substéncias na pele (33).

Na administrac@o por via epidérmica, o farmaco deve migrar através da pele
atingindo a corrente sanguinea, sem permanecer nas camadas dérmicas. Para que
um farmaco possa penetrar na pele, devem ser analisadas suas propriedades
quimicas e fisicas, o tipo de veiculo da formulacdo e as condi¢Bes da pele na qual
sera aplicada. Esse tipo de administracdo é aplicavel a pele intacta, pois em pele
cortada ou escoriada, o farmaco teria acesso direto a corrente sanguinea, 0 que
descaracteriza o sistema transdérmico (28,30).

A permeacdo através da pele da maioria dos farmacos ocorre por trés vias, a
via intercelular, na qual a substancia se difunde pelas camadas epidérmica imersa na
matriz lipidica e contornando os cornedcitos; a via transcelular, na qual o farmaco
atravessa diretamente 0s cornedcitos e a matriz lipidica; ou a via folicular, na qual o
farmaco penetra através do foliculo piloso (Figura 3) (30,37,38).

via intercelular via transcelular
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Figura 3. Esquema que representa as vias de permeacgdo do farmaco por via intercelular e por via
transcelular. Fonte: Adaptado de Barry (1987) (38).



1.2 Melanogénese

Os melandcitos (Figura 4) séo células dendriticas que se originam na crista
neural e migram para outros locais, como a epiderme, onde localizam-se entre o
estrato espinhoso e o estrato basal. Sdo responsaveis pela producédo do pigmento
melanina, que confere cor a pele. Quando estdo desenvolvidos, distribuem-se em
tecidos, 6rgédos e anexos cutaneos (31,39).

Os melandcitos sdo responsaveis pela sintese, armazenamento e transporte dos
pigmentos de melanina para os queratinécitos. Na pele, estdo localizados na camada
basal da epiderme e organizam-se com 0s queratinécitos em unidades funcionais,
denominadas unidades epidermais de melanina ou melano-epidérmicas, na
proporcdo de 1:36. O equilibrio dessas unidades determina a regulacdo da divisdo
dos melandcitos e transferéncia de melanossomas para os queratinécitos (3-6).

Nas unidades ocorre a sintese da melanina (polimero constituido de
aminodcidos tirosina) a partir da acdo enzimatica da tirosinase. A enzima € sintetizada
e glicosilada no reticulo endoplasmatico rugoso e transferida para o complexo de
Golgi, onde formara vesiculas denominadas melanossomas (40,41).

Apo0s reagBes bioquimicas provocadas principalmente pela enzima tirosinase,
gue converte a tirosina em melanina, os melanossomas transportam os granulos de
melanina para a superficie nuclear dos queratinécitos (42). O transporte ocorre por
ramificacBes dendriticas (Figura 4), formando uma barreira de pigmento que protege
0 nucleo dos efeitos prejudiciais da radiacado solar ultravioleta (43).
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Figura 4. Desenhos esquematicos de melandcitos. A) Célula localizada no estrato basal e com
prolongamentos no estrato espinhoso. B) Processo de melanogénese no melandcito. Fonte: Adaptado
de https://tattootraining.wordpress.com/2016/01/04/
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O tipo de melanina a ser produzido depende da disponibilidade de substratos.
A melanina pode ser classificada de acordo com a rota de biossintese em eumelanina,
caracterizada por pigmentos de coloracdo preta e marrom, e feomelanina, que tem
por caracteristica pigmentos de cor amarela e vermelha. A enzima envolvida na
producdo dos dois tipos de melanina é a tirosinase. Resumidamente, a tirosinase
converte a tirosina em DOPA, e a DOPA em DOPAquinona e esta € entdo
transformada em eumelanina ou feomelanina (44,45).

A rota de biossintese da melanina (Figura 5) inicia-se dentro dos
melanossomos, com a oxidacdo da tirosina e conversdao em DOPA, pela enzima
tirosinase. Em seguida, a DOPA ¢é convertida em dopaquinona e esta sofre reacdes
para originar eumelanina ou feomelanina. Na auséncia de tiois, como a cisteina e a
glutationa, inicia-se uma série de reacfes que originam o DOPAcromo e este pode
ser entdo convertido em eumelanina por duas vias. Uma delas € a reacdo de
descarboxilagédo espontanea com formacgéao de DHI (dihidroxi-5,6-indol), e conversao
deste em eumelanina; e a outra consiste na tautomerizacdo pela acdo da TRP2
(Proteina relacionada a tirosinase 1 ou DOPAcromotautomerase) com formacéo de
DHICA (dihidroxi-5,6- indol 2-carboxilato). Atuando com a tirosinase, as proteinas
relacionadas a tirosinase 1 (TRP1) oxidam DHICA e déo origem a eumelanina (44,45).
Ja na presenca de tiois, a DOPAquinona é convertida em DOPAcisteina e esta da
oritem a feomelanina.

Tirosina

Tirosinase — - -» l

Tirosinase — - —-»
DOPAquinona

Glutationa/ - - -»
cisteina

DOPAcisteina DOPAcromo

l 2
Feomelanina |

|/

«- - -TRP2

<
A

o

[DHICA |

HI |
\ / __ TRP1
Tirosinase

Figura 5. Esquema simplificado da rota biossintética que conduz a formacao dos dois tipos de
melanina, eumelanina e feomelanina. Adaptado de Sulaimon e Kitchell (2003) (44).




1.3 Vitiligo

Vitiligo € uma doenca caracterizada pela perda da melanina, pigmento natural
da pele (Figura 6). A despigmentacéo ¢é atribuida a reducdo de nimero ou de fungéo
dos melandcitos, células que produzem melanina (46). A desordem afeta entre 1 a 2%
da populacdo mundial, (47) e em paises como a Africa, a prevaléncia é maior em
adultos e em mulheres (48). As manchas caracteristicas podem surgir em varios locais

do corpo, como na face, na superficie das maos, nas axilas, nariz, olhos, entre outros.

Figura 6. Paciente com manchas caracteristicas do vitiligo na por¢éo anterior das duas pernas. Fonte:
Huggins et al. (2005) (47).

O vitiligo pode ser classificado clinicamente em trés diferentes tipos
(2,43,49,50): universal, localizado ou generalizado. O tipo universal caracteriza-se
pela presenca de lesbes em quase todo o corpo. No tipo localizado, as manchas
caracterizam o vitiligo como (i) focal, com lesdes pontuais; (ii) segmentar, quando as
manchas estdo localizadas em um unico lado do corpo; (iii) ndo segmentar, quando
as manchas se manifestam nos dois lados do corpo; ou (iv) mucoso, quando atingem
apenas as mucosas. Quanto ao tipo generalizado, as lesbes podem estar presentes
de forma a classificar o vitiligo em: vulgar, com distribuicdo simétrica das manchas em
diferentes partes do corpo; acrofacial, com areas da face ou extremidades distais
despigmentadas ou misto, quando ha manchas dos dois tipos (51).

O maior impacto do vitiligo na qualidade de vida dos pacientes esta atrelado a
visibilidade estética, a falta de conhecimento da natureza da doenga e ao desafio de
um tratamento seguro e eficaz, tendo em vista a cronicidade da patologia. Apesar de
nao ser contagiosa, a doenca pode afetar o bem-estar psicologico e a capacidade de

adaptacao social. Nesse sentido, os pacientes tendem a apresentar sintomas de baixa



autoestima, discriminacdo, ansiedade, sentimento de rejeicdo e depressao (11,52—
54).

Diferentes hipoteses tém sido estudadas na tentativa de compreender o
processo de despigmentacdo caracteristico da doenca, como mecanismos
autoimunes, genéticos, emocionais, entre outros (55,56). Trés teorias destacam-se:
autoimunidade, autocitoxicidade e hipétese neural. Contudo, a etiologia e a
patogénese do vitiligo variam de individuo para individuo e, por isso, ainda ndo sédo
bem estabelecidas (43). Sabe-se que a doenca pode afetar membros de uma mesma
familia, o que também sugere a existéncia de um componente genético (7,57).

A teoria de autoimunidade considera o envolvimento da imunidade celular e
humoral e tem suporte associado na presenca de anticorpos contra 0s melandcitos,
detectados em niveis séricos e nas manchas (58-60). Além disso, h4 uma relacéo de
prevaléncia de comorbidades autoimunes, como por exemplo psoriase (61), doencas
relacionadas a tireoide (58,62), alopécia areata (62), dermatite atépica (10), sindrome
de Sjogren (63), entre outras.

Na teoria bioquimica, considera-se que os melandécitos sofrem destruicdo por
substancias autotoxicas liberadas durante o processo de sintese de melanina (50). Ja
de acordo com a hipdtese neural, os melanécitos possuem a mesma linhagem
embrioldgica que o sistema nervoso, ou seja, derivam da crista neural. Dessa forma,
qualquer processo que cause destruicdo dessas células também pode afetar outras
células do sistema nervoso (1,39,64).

1.3.1 Tratamentos

As manchas caracteristicas do vitiligo j& eram alvo de terapias muito antes da
doenca ser descoberta. Até o século XIX, ainda ndo havia conhecimento a respeito
da doencga e tampouco do tratamento adequado (65). Ainda hoje, século XXI, o
tratamento do vitiligo € um desafio, visto que diferentes teorias tentam explicar a
etiologia da doenca, que se apresenta com grande variabilidade entre os individuos.
Contudo, o foco principal do tratamento consiste em estimular a sintese de melanina
nas areas da pele que apresentam a perda do pigmento. Nesse contexto, terapias

medicamentosas e associacfes com terapias alternativas tém sido propostas.
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1.3.2 Corticoesteroides

O uso de corticosteroides topicos € uma opcéo eficaz para evitar a progressao
do vitiligo (66,67). Podem ser utilizados em monoterapia, em combinacdo com
fototerapia ou com outros medicamentos tdpicos, como calcipotriol (68,69). As
vantagens dessa terapia consistem basicamente em baixo custo e facil aplicacao.

Kwinter et al. (66) avaliaram os efeitos clinicos e a seguranca do tratamento
com corticosteroides topicos em criangas. Os autores observaram que 64% dos 70
pacientes apresentaram repigmentacao das lesdes, 11% tiveram piora do estado e
em 25% observou-se algum efeito colateral, como atrofia, estria e telangiectasia.

Quanto ao uso sistémico de corticoides, prioriza-se o tratamento com o0s
medicamentos por via oral devido a associacdo da etiologia da doenca com a acao de
anticorpos contra os melandcitos. No entanto, o tratamento pode acarretar em efeitos
colaterais significativos, como aumento de peso, acne, insdnia, ou hipertricose (70).
Com o intuito de reduzir esses efeitos e retardar a progressdo da doenca, o uso de
terapia oral com minipulso de betametasona ou dexametasona surge como uma

alternativa mais eficaz (67).

1.3.3 Tratamento cirdrgico

Nos casos de pacientes que dificilmente respondem ao tratamento clinico, seja
terapia oral seja fototerapia, geralmente a cirurgia é indicada. Pacientes que
apresentam vitiligo estavel tendem a responder melhor & intervencéo cirdrgica (71).
O tratamento cirdrgico inclui enxertos finos, enxerto de pele parcial, enxertos com
punchs, enxertia epidérmica por bolhas de succédo, transplante de melandcitos.
Contudo, um pré-requisito importante para a indicacdo de terapia cirdrgica é a
estabilizacdo da despigmentacédo caracteristica da doenca (72—-74).

1.3.4 Psoralenos e fototerapia

Os psoralenos sdo furocumarinas encontrados em muitas espécies de plantas.
Essas substancias quando estimuladas pela radiagcdo UV sdo capazes de iniciar
reagOes fotoquimicas na pele, pela ligacdo as bases pirimidinicas do DNA das células.
Os psoralenos utilizados com fins terapéuticos mais conhecidos sao: 5-
metoxipsoraleno (5-MOP, bergapteno), 8-Metoxipsoraleno (8-MOP, metoxaleno) e
4,5,8-trimetoxipsoraleno (trioxaleno) (75,76). Pelas caracteristicas de ligacdo as



11

bases de DNA, os psoralenos tém sido estudados como inibidores de células
cancerigenas em modelos animais com cancer de mama (77).

Uma alternativa bastante empregada na terapéutica do vitiligo é a fototerapia
para estimular a melanogénese. A radiacdo ultravioleta tipo B (UVB), o UVB narrow-
band (NB-UVB), a luz excimer e laser excimer, e 0 uso de psoralenos associado a
exposicao com radiacao ultravioleta tipo A (PUVA) séo os principais tipos (47). Este
ultimo consiste na combinacgéo de psoraleno administrado de forma oral ou tépico com
exposicdo a radiacdo ultravioleta tipo A (UVA). O tempo de tratamento varia conforme
a técnica utilizada, o tipo de vitiligo, o numero de manchas, entre outros fatores.

A terapia com PUVA e o NB-UVB séo as principais escolhas para o tratamento
do vitiligo (78-81). Inicialmente, PUVA era um tratamento que consistia na aplicagao
topica ou ingestdo de extratos brutos de plantas (ex.: Psoralea corylifolia e Ammi
majus) contendo psoralenos, compostos da familia das furocumarinas, seguida de
exposicao a luz solar. Entretanto, os efeitos adversos eram graves e muitas vezes
levavam a morte (13). Por isso, outros estudos surgiram na tentativa de isolar os
compostos ativos das plantas e realizar testes clinicos.

El-Mofty na década de 1940 conseguiu isolar furocumarinas da planta Ammi
majus Linnaes, como o 8-MOP, o TMP, e o bergapteno, substancia também
encontrada em espécies de Brosimum (1,82).

Recente metanalise demonstrou que a fototerapia NB-UVB ou PUVA deve ser
indicada por um periodo minimo de seis meses para aumentar a resposta ao
tratamento. Contudo, € preciso avaliar as limitac6es de cada tipo, como por exemplo
efeitos fototdxicos, ndusea, dor ou eritema. O tratamento com PUVA apresenta mais
limitacdes que NB-UVB, contudo, mostra-se eficaz em casos de vitiligo generalizado
ou universal (83). Além disso, o tratamento com PUVA tem se mostrado bastante

promissor em pacientes com outras patologias, principalmente a psoriase (76).

1.4 A espécie Brosimum gaudichaudii

Brosimum gaudichaudii (Figura 7) € uma espécie de planta da familia Moraceae
(84). Dependendo da localizacdo, a espécie Brosimum gaudichaudii pode ser
conhecida popularmente como mama-cadela, algoddo, algodaozinho, inharé,
mamica-de-cadela, manaca, manaca-do-campo, entre outros (85-91).
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Figura 7. Fotografias da planta Brosimum gaudichaudii: 1) A planta 2) Raiz pivotante 3) Parte aérea e
frutos. 4) Semente do fruto maduro. Autoria propria.

A mama-cadela é uma planta considerada dominante na flora do Cerrado (84).
Segundo levantamento de espécies lenhosas do Cerrado, realizado por Ratter et al.
(92), a espécie Brosimum gaudichaudii se apresenta amplamente distribuida e esta
entre as 38 plantas com maior distribuigcdo nesse bioma. Distribui-se no Cerrado sensu
scrictu, Cerraddo, também sendo encontrada em Campo Sujo, Mata Atlantica,
Caatinga e Floresta decidua. Pode ser encontrada nos Estados do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Amazonas, Sao Paulo, Para, Goias, Maranh&o e ainda
nos paises Paraguai e Bolivia (92,93).

O uso da espécie na medicina popular € atribuido ao potencial terapéutico para
tratamento de vitiligo (94). O extrato produzido pela decocc¢éo das cascas do caule e
raizes ou infusdo e folhas da espécie e o0 extrato alcodlico sdo utilizados também para
o tratamento de outras doencas de pele, como psoriase (95-97). Contudo, o contato
com a espécie da planta pode causar fitodermatites, e por isso, o uso deve ser
supervisionado (98).

Fitoquimicamente, as espécies do género Brosimum dividem-se em dois
grupos, caracterizados pela presenca predominante de piranocumarinas ou de
furanocumarinas. A espécie Brosimum gaudichaudii apresenta os compostos

bergapteno e psoraleno (Figura 8), que pertencem ao grupo das furanocumarinas
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(82). Esses compostos podem ser encontrados ha casca do tronco e nas raizes e sao

0S principais principios ativos utilizados para o tratamento do vitiligo (91,99).

e
) o) o © O 0]

Bergapteno Psoraleno

Figura 8. Estruturas quimicas do bergapteno e do psoraleno.

Monteiro et al. (100) analisaram as cascas das raizes de Brosimum
gaudichaudii e identificaram trés novos derivados dos acidos cinamico e
diidrocindmico: acido 3-(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil)-(E)-propanoico, acido 3-
(7-metoxi-2,2-dimetil-2H-6-cromenil)  propanoico e acido propanoico 3-(6-
metoxibenzo[b]furan-5-il); cumarinas e piranocumarinas, como o0 psoraleno,
gaudichaudina, xantiletihna e Iluvangetina; a chalcona 2'4', -triidroxi-3',3-
diprenilchalcona; os esteroides B-sitosterol e 3-O-B-D-glicopiranosil-B-sitosterol; e o
triterpeno B-amirina.

Neves et al. (101) analisaram extratos da casca e do caule de Brosimum
gaudichaudii para deteccdo de bergapteno através da producdo de melanina em
actinomicetos. Os autores demonstraram que etanol foi o melhor solvente para
extracdo de compostos furocumarinicos e que o extrato da casca teve maior
quantidade desses compostos que o do caule. Além disso, o estudo mostrou que

houve inducéo de pigmentacdo nas cepas de actinomicetos (22).

1.4.1 Toxicicidade

Pozetti et al. (102) analisaram o efeito da administragdo em ratos de extrato
etandlico seco do cortex da raiz de Brosimum gaudichaudii a 50 mg/mL, diluido em
solucéo fisiolégica isotdnica, para avaliacdo da atividade hepatotoxica. Os resultados
foram comparados com um grupo controle e foi verificado que os animais que
receberam o extrato apresentaram leséo hepatica.

Varanda et al. (103) analisaram efeitos genotoxicos de extratos metandlicos
(0,4 a 1,2 mg/mL) e aquoso das raizes Brosimum gaudichaudii em Salmonella

typhimurium e em culturas de células ovarianas de hamster chinés (CHO). Os autores
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observaram que o extrato metandlico, que apresentou cerca de 60% de bergapteno e
psoraleno em sua composicdo, exibiu maior efeito mutagénico do que o extrato
aguoso. Isso ocorreu provavelmente pela baixa concentracédo de furanocumarinas no
extrato aquoso (3%). De acordo com o estudo, a capacidade genotdxica da espécie
sugere que o uso dessa planta para o tratamento de vitiligo deve ser restrito, tendo
em vista a seguranca do paciente. Assim, a via topica dermatoldgica, em que a
absorcao sistémica € minima, surge como a rota preferivel para a administracao do
extrato natural de Brosimum gaudichaudii.

A reacao dos psoralenos com o DNA das células comeca por um processo de
intercalacdo do composto quimico entre as bases do DNA. Na auséncia de luz,
nenhuma ligacdo covalente é formada. Porém, a absorcéo de luz UV (320/400 nm)
permite a reacao de bergapteno com a base pirimidina (como timina) na fita de DNA,
produzindo monoadutos. Além disso, a absorcéo de luz permite a reacao de alguns
monoadutos formados com outras bases pirimidinas localizadas em posicdo adjacente

a fita oposta de DNA, formando ligacdes cruzadas entre as fitas (104).

1.4.2 Ensaios in vivo

A partir de solucdes alcodlicas de psoraleno e bergapteno a 0,25% (p/v) e
0,01% (p/v), foram realizadas provas de fotossensibilizacdo dérmica com doze
voluntarios, sendo 6 homens e 6 mulheres. Todos foram expostos a irradiacdo com
luz fluorescente por 15, 30, 45 e 60 minutos. Apés 60 minutos de exposicdo a
irradiacdo com luz fluorescente, houve observacdo de hiperpigmentacdo mais
consistente com o psoraleno do que com o bergapteno na maioria dos voluntarios
(102).

Foi encontrado também na literatura um relato de caso de tratamento de
hipocromia pds-uso de laser CO: fracionado, utilizando Brosimum gaudichaudii por
via oral e topica, em uma mulher de 21 anos. Segundo o documento, foram prescritas
formulacdes de capsulas de 400 mg da espécie para serem administradas por via oral,
duas vezes ao dia, e uma formulacao topica roll-on a 5% para ser aplicada 1 hora e
30 minutos antes da exposi¢éo a luz do dia. O tratamento foi acompanhado durante

um ano, e apos esse periodo, a paciente ndo apresentou mais hipocromia (105).



15

1.4.3 Produtos registrados contendo Brosimum gaudichaudii

O medicamento Viticromin® da indastria SAUAD Farmacéutica (15) foi
registrado no Ministério da Saude nas formas farmacéuticas: comprimidos para
administracao por via oral - 400mg (n° de Registro: 1.0590.0017.001-1); solucéo tépica
- 0,2 g.mL?, frasco de 60mL (n° de Registro: 1.0590.0017.002-0); e pomada
dermatoldgica - 0,2 g.g* (n° de Registro: 1.0590.0017.003-0). Contudo, em 2009 foi
publicada a Resolucdo - RE N° - 2.078, de 4 de janeiro de 2009, na qual consta o
cancelamento de Registro do Medicamento (17).

Esse fitoterapico era elaborado a partir de cascas da porcéo inferior do caule e
das raizes de mamacadela (B. gaudichaudii), que séo colhidas, dessecadas,
descascadas, trituradas e preparadas em formas farmacéuticas para uso interno
(comprimidos) e externo (pomada e logéo) (106).

Alves et al. (2000) observaram atividade fungicida e atividade parcial contra
Staphylococcus aureus do extrato em diclorometano a 5,7% das raizes de Brosimum
gaudichaudii. O extrato da espécie foi considerado ativo no teste de avaliacdo
antimicrobiana, inibindo esporos de Cladosporium sphaerospermum e parcialmente
ativo no teste de difusdo em agar, inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus
(107).

Os extratos etandlicos e hexanicos do cortex da raiz apresentaram atividade
anti-helmintica contra desenvolvimento larvar de Strongyloides stercoralis e
Ancilostomideos. Em ensaios de culturas puras com extratos benzénicos e
hidroalcolicos, ndo foi comprovada atividade antimicrobiana contra Salmonella

typhimurium (102).

1.5 Nanoemulsdes

Formulacdes e sistemas que utilizam nanotecnologia apresentam inumeras
vantagens em relacéo as formas farmacéuticas convencionais, para a producéo de
fitoterapicos e fitocosméticos. Nanoparticulas poliméricas e nanocapsulas,
lipossomas, Nanoemulsdes, entre outras, sao tecnologias inovadoras capazes de
promover o aumento da solubilidade e biodisponibilidade, reducdo da toxicidade,
melhora da atividade farmacologica, aumento da estabilidade, liberacdo sustentada,
protecdo contra degradacao fisica e quimica, entre outras (21,22,108).

Devido ao tamanho reduzido de goticulas, as nanoemulsfes sédo formulacdes

que apresentam excelente estabilidade e que permitem a distribuicdo de ativos de
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forma uniforme na pele (24,25). A incorporacdo de farmacos ou compostos bioativos
em nanoemulsdes, requer estudos que comprovem a concentracdo de componentes
do extrato que penetram a pele, além da estabilidade da formulacdo e ensaios de
toxicidade. Esses critérios permitem avaliar o local de acdo dos compostos e a
seguranca no uso da formulacéo (109).

As emulsdes sdo dispersfes macroscopicas opacas formadas pela mistura,
normalmente por meio de agitagéo, de dois liquidos imisciveis, sendo um de natureza
hidrofilica e outro lipofilica, e de agentes emulsionantes que irdo conferir estabilidade
a esta disperséo. Elas podem ser classificadas de acordo com a caracteristica da fase
interna (dispersa ou descontinua) e da fase externa (dispersante ou continua). Dessa
forma, quando a fase interna é hidrofilica e a fase externa é lipofilica, a emulséo é
denominada agua-em-6leo (A/O). Do contréario, é classificada como 6leo-em-agua
(O/A) (Figura 9). As emulsdes podem ainda ser preparadas na forma de sistemas de
fases multiplas, do tipo O/A/O ou A/O/A (110-113).

Embora apresentem caracteristicas de composicdo semelhantes as emulsoes,
as nanomulsdes sao sistemas coloidais liquidos, transparentes e translucidos devido
ao tamanho de goticulas estarem em escala nanométrica (normalmente entre 20 e
200 nm). Esses sistemas possuem maior estabilidade em relacdo as emulsbes
convencionais, quanto a sedimentacdo e cremeacédo das fases, sdo transparentes e
podem ter a espalhabilidade bastante aumentada devido a baixa tenséao interfacial que
existe entre as fases. Todas essas caracteristicas fazem delas sistemas altamente

desejaveis para aplicacdo tépica (114,115).
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Nanoemulsdo dleo (O) em agua (A) Nancemulsdo agua (A) em dleo (O)

SN

Figura 9. Desenhos esquematicos das estruturas das nanoemuls@es 6leo em agua (O/A) e agua em
Oleo (A/O)

Vérios processos podem ser aplicados para a formacdo de nanoemulsdes.
Apesar de serem cineticamente estaveis, esses sistemas nem sempre S&o
termodinamicamente estaveis e por isso, podem necessitar de energia para a sua
formacdo. Os principais processos utilizados sdo o de alta energia e o de baixa energia
de emulsificacdo, dependendo da natureza e concentracdo dos componentes da
nanoemulsdo. O método de alta energia consiste em utilizar homogeneizadores de
alta presséo ou ultrassom para promover cisalhamento e reducdo do tamanho das
goticulas. Esse método costuma ser empregado em nivel industrial, e requer um
investimento mais elevado, além de técnicas mais complexas de preparo. Por outro
lado, quando se utiliza o processo de baixa energia para formacao de nanoemulsoées,
tem-se como principais vantagens o custo mais baixo, facil técnica de execucéo e
ainda o uso de equipamentos mais simples (116).

Para producdo em pequena escala, 0 método de baixa energia apresenta-se
mais atrativo. Ele permite a formacédo de nanoemulsées em temperatura ambiente
sem a necessidade de se utilizar solventes orgéanicos. Basicamente, consiste na
adicao da fase aquosa a uma solucao anidra composta pela fase oleosa, tensoativos

e o farmaco de interesse, sob condi¢cOes de agitacao e temperatura constantes (111).
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O processo pode ser sistematizado por meio de construcdo de um diagrama de fases
pseudo-ternario, método que permite identificar a melhor combinacdo de
componentes da formulagdo bem como suas quantidades, para obtencdo de um
sistema estavel (26,117).

As nanoemulsdes apresentam diversas potencialidades como sistemas de
liberacdo e permeacao de farmacos, em especial para aqueles que apresentam maior
lipossolubilidade. Esses sistemas s&o descritos em diversos estudos como alternativa
para reduzir a toxicicidade, aumentar a liberagdo de farmacos para a pele, melhorando
a biodisponibilidade e também direcionar a acdo farmacolégica. O uso de
nanoemulsdes como sistemas carreadores de farmacos tem sido apresentado como
vantajoso ndo apenas para tratamento tépico, como também para administracdo por
via oral, parenteral, intranasal, oftalmica, pulmonar (117-121).

Uma grande preocupacdo a respeito de nanoemulsdes e formulacdes
cosmeéticas em geral é a estabilidade do produto final, caracterizada por uma baixa
coalescéncia da fase interna, auséncia de separacdo de fases e manutencao das
caracteristicas fisicas e organolépticas, como aparéncia, cor, odor, sensacao ao tato,
entre outras. Além disso, deve haver uniformidade de tamanho e distribuicdo entre as
goticulas (122,123).

Neste trabalho, as nanoemulsdes serdo utilizadas para incorporar extratos de
Brosimum gaudichaudii, que contém os compostos bioativos bergapteno e psoraleno
(102,124). As formulacdes serdo caracterizadas quanto as caracteristicas fisicas e
organolépticas, teor, estabilidade e toxicidade in vitro. Além disso, espera-se que as
nanoemulsdes permitam melhor penetracdo dos compostos, avaliada por meio de
estudos de permeacdo, a fim de oferecer uma alternativa terapéutica para o
tratamento tépico de vitiligo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Gerais

Desenvolver nanoemulsdes contendo furocumarinas presentes na raiz de
Brosimum gaudichaudii, de modo a se obter uma alternativa terapéutica mais atrativa,

segura e eficaz no tratamento tépico do vitiligo.

2.2 Especificos

O objetivo geral do trabalho foi alcancado seguindo-se as seguintes metas:
o Obter dois extratos etandlicos de Brosimum gaudichaudii e caracteriza-los em
ensaios de prospeccao fitoquimica,
o Padronizar e validar de um método analitico seletivo e confidvel para analise
dos marcadores bergapteno e psoraleno de extrato da espécie Brosimum
gaudichaudii;
o Obter nanoemulsdes contendo os extratos de Brosimum gaudichaudii e
caracteriza-las quanto ao tamanho de goticulas, indice de polidisperséo, potencial
zeta e pH;
o Avaliar a estabilidade das nanoemulsdes em condi¢cdes ambiente, geladeira e
camara climética durante 90 dias;
o Estudar in vitro a permeacdo cutanea de ativos dos extratos de Brosimum
gaudichaudii a partir das nanoemulsdes desenvolvidas;
o Avaliar in vitro a viabilidade, migracéo e proliferacdo celular dos extratos em
linhagens priméarias de melandcitos e queratindécitos;
o Estudar a toxicidade das formulac¢des por avaliacao in vitro do potencial irritativo
(HET-CAM).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes

Os padrdes analiticos de bergapteno e o psoraleno utilizados neste trabalho
foram obtidos da FLUKA (Sigma-Aldrich); a droga vegetal em p6 da raiz de Brosimum
gaudichaudii foi obtida de Cactus Comércio de Alimentos Ervanaria e Conveniéncias
LTDA (Goias, Brasil); solventes como metanol e acetonitrila grau HPLC foram obtidos
da J.T. Baker (EUA). Para preparacdo do tampao fosfato foram utilizados fosfato de
sédio nas formas monobasica e dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de
sédio (Serva, Rio de Janeiro, Brasil) e corre¢cdes de pH foram realizadas com hidréxido
de sodio (DinAmica Quimica Contemporanea Ltda. S&o Paulo, Brasil). Alcool etilico
absoluto grau UV/HPLC e dimetilsulfoxido (DMSO) foram obtidos de Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda (S&o Paulo, Brasil). Oleato de etila foi obtido de Merck
(Alemanha). Para preparo das nanoemulsdes, foram utilizados os tensoativos
Labrasol® e Plurol® oleique gentilmente cedidos pela Gattefossé (Franga). Tween® 20
P.A. foi comprado de Dinamica Quimica Contemporanea Ltda. (Sao Paulo, Brasil).
Filtros pré-limpos, de didmetro 25 mm e poro 0,45 ym hidrofébicos foram comprados
de Analitica (Brasil). Todas as analises foram realizadas com agua tipo Milli-Q
(Millipore, Franca).

Para os testes in vitro com linhagens de células, MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazdlio) foi obtido de Sigma Chemicals (Co., St. Louis,
EUA); melandcitos de linhagem imortalizada, obtida no Banco de Células do Rio de
Janeiro (2017); linhagens de queratinécitos foram obtidas a partir de pacientes
saudaveis de 35-55 anos de idade, com autorizacdo do comité de ética: UFMG
ETIC344/07. lodeto de propideo e placa de 96 pocos TPP foram obtidos de Sigma-
Aldrich. Os meios de cultura: Meio livre de soro de queratindcitos (KSFM), meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) e Soro fetal bovino foram obtidos de Thermo Fisher

Scientific (Estados Unidos).
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3.2 METODOS

3.2.1 Pele de porco

As orelhas de porco utilizadas para remocgéo da pele foram cedidas pelo
Frigorifico Bonasa (Brasilia, Brasil). Os fragmentos de pele foram retirados da
cartilagem, limpos e foram cortados em circulos de aproximadamente 1cm?.

Foram utilizadas orelhas de porco obtidas logo apds o abate do animal e antes
do processo de escalda. A pele inteira foi removida da regido externa da orelha com
auxilio de um bisturi, separada de sua camada adiposa adjacente com o auxilio de
uma tesoura, cortada em circulos de aproximadamente 2 cm de diametro (Figura 10)

e armazenada a -4°C por um periodo maximo de 2 meses antes do uso.

Figura 10. Preparacdo da pele de orelha de suinos para estudo de permeacgédo: (A) e corte (B) dos
pedacos de pele com aproximadamente 2 cm de didmetro, apés a retirada do tecido adiposo.

3.2.2 Coleta de material vegetal

Para realizacdo do trabalho, além do p6 da raiz obtido do fornecedor Cactus
(GO), foi coletada a raiz de Brosimum gaudichaudii em uma propriedade localizada
na Rodovia DF 330, Quinhdo 8, area Fazenda Velha, Sobradinho, Brasilia-DF. A area
pertence ao bioma Cerrado e tem a seguinte localizagédo: 15° 43" 47.1" S, 47° 42’
14.4”" O. A coleta foi realizada no dia 30 de abril de 2017 as 10 horas da manha. Foi
depositado um voucher para estudos farmacolégicos no herbario da Universidade de
Brasilia (Brasil), de n° 1, sob o nome de S& Barreto, L C L.

A planta coletada consistia em um arbusto com cerca de 3m de altura, sem
flores ou frutos no dia da coleta. As folhas mediam entre 3 a 10 cm, com nervuras bem
visiveis, glabra na superficie superior e pubescente na inferior. Foi observada a
presenca de latex de coloracdo branca leitosa exudante da planta ao provocar lesbes
no caule, na raiz e ao retirar suas folhas. A raiz era profunda, pivotante, com cerca de
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6 kg e medindo aproximadamente 3 m de comprimento. Moradores locais informaram

gue a presenca de flores e frutos ocorre entre os meses de setembro e outubro.

3.3 Preparo dos extratos etanolicos

A raiz coletada foi cortada em pedacos menores e a parte externa da casca foi
entdo separada do cerne (Figura 11). A droga vegetal foi dessecada, com o uso de
estufa de secagem com temperatura controlada a 40°C. ApOs a secagem, as cascas
foram moidas com auxilio de moinho de rotor tipo Wiley, modelo LSW 5000, Logen
Scientific (Londres, Reino Unido).

O po de raizes de Brosimum gaudichaudii obtido comercialmente foi submetido
a extracdo pelo método de maceragcdo em etanol absoluto. A concentracao utilizada
foi 1:20 (p/v). Quanto a planta coletada, tanto o cerne quanto a casca da raiz foram
utilizados no preparo de extratos etandlicos na propor¢ao 1:10 (p/v). Contudo, o cerne
apresentou um numero maior de compostos ndo identificados e uma menor
concentracdo de bergapteno e psoraleno em relacdo as cascas externas da raiz. Por
esse motivo, o extrato utilizado dessa planta para o desenvolvimento do trabalho foi

obtido a partir das cascas da raiz.

Figura 11. Corte transversal da raiz de Brosimum gaudichaudii mostrando a casca externa e cerne
antes e apoés a separagdo das partes.

O macerado (EXT1) foi armazenado em repouso e ao abrigo de luz por 7 dias
e apos esse periodo, o extrato foi filtrado com auxilio de papel filtro. O extrato das
cascas da raiz coletada (EXT2) foi preparado pelo mesmo método, porém na
concentracdo 1:10 (p/v).
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3.4 Prospeccéo dos constituintes da planta (triagem fitoquimica preliminar)

Os meétodos de prospeccdo dos constituintes de Brosimum gaudichaudi
(triagem fitoquimica) obtida comercialmente e coletada em propriedade particular
foram adaptados de parametros estabelecidos pelo capitulo 9 - padronizacdo e
controle de qualidade de plantas medicinais, da Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) (125).

e Solidos totais

Foram pesadas capsulas vazias. A concentracdo de sdlidos totais foi
determinada em triplicata para os extratos da droga vegetal obtidas comercialmente
(EXT1) e coletada (EXT2). Transferiu-se 2 mL de EXT1 ou EXT2 para cada uma das
capsulas. O solvente foi evaporado em estufa (105 + 2°C) por 6 horas e resfriado em
dessecador por 30 minutos antes da pesagem. O método foi aplicado no EXT1 e no

EXT2. A concentracdo de sélidos totais pode ser obtida de acordo com a seguinte

equacao:
Solidos totais (mg/L) = __ (A —=B) x 1000 (mq) (Eq. 1),
Volume da amostra (L)
onde: A: peso da amostra mais da cipsula, em mg;

B: peso da capsula vazia em mg.

e Triterpenos e esteroides: reacdo de Liebermann Buchard

Em placa de Petri foram colocados 2 mL de extrato. A placa foi aquecida até a
completa evaporacdao do solvente e o residuo seco foi lavado com 3 mL de cloroférmio.
A solucao apolar foi transferida para um tubo de ensaio e a esse tubo adicionaram-se
2,5 mL de acido acético e 0,5 mL de acido sulfarico. O mesmo procedimento foi
realizado para analise tanto do EXT1 quanto do EXT2, em triplicata para cada extrato.
A reacao para triterpenos € considerada positiva se a coloracdo for marrom ou

vermelha, e positiva para esteroides se a coloracéo for verde ou azul.

e Saponinas: teste de afrogenicidade
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O teste de afrogenicidade indica a presenca de saponosideos em solucdo
aguosa, quando ha formacdo de espuma abundante e persistente apds agitacao
vigorosa.

Adicionou-se ao residuo restante da placa, 3 mL de agua destilada e esse
volume foi transferido para um tubo de ensaio. Apds agitacdo vigorosa, observou-se
se houve formacédo de espuma abundante e persistente (pelo menos 5 minutos). O

teste foi realizado para os dois extratos, em triplicata para cada um.

e Cumarinas: teste de fluorescéncia em meio basico

Para analisar a presenga de cumarinas de forma qualitativa, foi realizado ensaio
de fluorescéncia com os EXT1 e EXT2. Uma aliquota do extrato foi colocada sobre
filtro de papel e a amostra foi entdo observada em camara escura dotada de luz UV
(A =254 nm) para ocorréncia de fluorescéncia. Adicionou-se ao papel sobre a amostra
de extrato algumas gotas de solucdo aquosa de NaOH 0,1 N e um anteparo
sobreposto a metade do tragco formado, para analisar novamente sob exposicao a luz
UV. A anadlise consiste na lenta retirada do anteparo, enquanto observa-se a formacao

ou intensificacdo de fluorescéncia, caso haja a presenca de cumarinas.

e Alcaloides: reacdes de coloracdo e precipitacdo com reativos gerais para
alcaloides

Para determinacéo de alcaloides no EXT1, foram adicionados 2 mL de cada
extrato em 3 placas de Petri. Acrescentou-se 3 gotas de acido cloridrico 0,1 N e em
seguida, 2 gotas dos reagentes, um para cada placa: Mayer, Bouchardat e
Dragendorff. O mesmo procedimento foi realizado para o EXT2. A presenca desse
metabdlito é considerada positiva se houver duas ou trés formacdes de precipitado.
Entretanto, se apenas dois reativos provocarem precipitacdo, ensaios adicionais
devem ser realizados. Na ocorréncia de precipitacdo em apenas um reagente, a

presenca do metabdlito ndo é considerada.

e Taninos: reacdo com gelatina e reagcdo com cloreto férrico

Adicionou-se 2 mL de extrato a um tubo de ensaio e 10 mL de agua destilada.
Em seguida, foram acrescentadas 4 gotas de cloreto férrico a 1%. A formacédo de
precipitado de coloracao azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis. Para taninos

condensados, ha formacado de precipitado verde. Caso haja os dois tipos, forma-se
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precipitado cinza ou preto. Os testes foram realizados em triplicata para cada um dos

dois extratos.

e Antraquinonas: reacao de Borntrager

Para pesquisa de antraquinonas, foram adicionados 2,5 mL de extrato a
um tubo de ensaio e 5 mL de 4gua destilada. Acrescentou-se 5 mL de aménia. Se
houver presenca de antraquinonas, ocorre a formagdo de fenatos de amoénia e

visualiza-se a reacéo pela coloragao laranja/vermelha.

e Microssublimacdo e CLAE

A técnica de microssublimacao foi realizada utilizando-se um anel metalico
entre duas laminas de microscopia (Figura 12). No interior do anel, foi colocada uma
pequena quantidade de droga vegetal (obtida comercialmente ou coletada), suficiente
para cobrir a area inferior da lamina dentro do anel. Esse conjunto foi colocado sobre
uma chapa de aquecimento, onde observou-se, em alguns minutos, a formacéo ou
néo de cristais na lamina superior com auxilio de microscopio optico (126).

Para identificacdo dos compostos obtidos na técnica de micro-sublimacéo, foi
utilizado 1 mL de etanol absoluto para solubilizar o material retido na lamina. A solugao

foi filtrada e analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Chapa aquecedora
(~200°C)

-

Droga vegetal
PV |
Anel metalico

Laminas de
microscopia

Figura 12. llustracdo do aparato para realizagdo da técnica de microssublimacdo empregada para
andlise do po e da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii.

3.5 Padronizacgao e validacdo do método analitico por CLAE
O bergapteno e o psoraleno foram analisados por meio de método analitico
otimizado a partir de método proposto por Pires et al. (2004)(127), utilizando
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equipamento de CLAE, modelo Shimadzu LC 20-AD, composto por duas bombas
(modelo LC 20-AT), um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-
20AS), acoplados a um detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e a um
computador equipado com o programa de analise cromatografica Shimadzu LC. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa Cis (150 mm x 4,6 mm) e fase movel composta
por uma mistura de Agua deionizada:Acetronitrila:Metanol (50:25:25) (v/v/v). A vazdo
foi da fase moével foi igual a 0,6 mL/min, o volume de injecdo das amostras foi de 10
ML, o forno foi utilizado a 35°C.

Para facilitar a analise dos extratos e formulacdes e reduzir leitura de
compostos interferentes, a deteccdo dos dois padrbes foi padronizada em
comprimento de onda igual a 340 nm. O tempo de retencéo foi equivalente a 9 min
para o psoraleno e 13 min para o bergapteno. O método padronizado foi validado em
termos de especificidade/seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, e limites de
quantificacdo e deteccédo, segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(128) e de acordo com diretrizes preconizadas pelo International Conference on
Harmonisation (ICH) (129).

3.5.1 Seletividade

Para a andlise da seletividade do método foram analisadas amostras de etanol
absoluto, epiderme extraida com etanol por agitacdo durante 24h (500 rpm), e uma
solucéo de tensoativos Labrasol®/Plurol® 4:1 (v/v) diluidos em etanol na proporgdo
1:50 (v/v). Amostras de bergapteno padréo e psoraleno padrdao, ambos a 5 ug/mL, e
amostras de EXT1 e EXT2 também foram preparadas, utilizando etanol como diluente.
Todas as amostras foram entdo contaminadas com extratos de pele, para verificar a
capacidade do método de quantificar o bergapteno e o psoraleno na presenca de

outros compostos.

3.5.2 Linearidade

A linearidade do método foi analisada a partir de diluicdbes de padrbes de
bergapteno e psoraleno em etanol absoluto, separadamente, a partir de solugdes
padrao preparadas a 250 ug/mL e 100 ug/mL, respectivamente. Para a construcao da
curva analitica, foram utilizados etanol e tampéao fosfato 0,01 M, pH 7,4 com 5% (p/v)
de Tween® 20. As amostras foram preparadas em triplicata para cada uma das

seguintes concentrages: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 pg/mL.
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A curva foi plotada em forma de gréfico, relacionando a concentracédo de
bergapteno ou psoraleno obtida com a area do pico fornecida pelo equipamento apés
injecdo das amostras. Procedeu-se com a andlise estatistica dos dados, utilizando
método de regressao linear, que fornece uma reta no formato y = ax + b, onde (a)
corresponde ao coeficiente angular e (b) coeficiente linear. A linearidade foi entdo
determinada estatisticamente por meio do coeficiente de correlacao linear (r), sendo
aceitaveis valor de r superior a 0,99, de acordo com a legislacdo estabelecida pela
ANVISA (128).

3.5.3 Preciséo e exatidao

O método foi avaliado quanto a precisdo por meio do estudo de repetibilidade
(precisdo intra-corridas) e precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas). Os
resultados foram expressos pelo valor do coeficiente de variacdo (CV%), calculado
por meio da seguinte equacao:

CV% = (Desvio Padrdo/Concentracdo Média) x 100 (Eqg. 2),

onde: CV% = coeficiente de variacao;

Desvio Padrao = estimativa do desvio padrédo da média;

Concentracdo Média = média das medidas em triplicata para cada
concentracdo analisada.

A partir das concentracdes que contemplaram o intervalo linear do método (1,0;
1,5 e 3,0 ug/mL), avaliou-se a repetibilidade, em triplicata para cada concentracéao,
considerando a dispersdo dos valores das areas dos picos, obtidos a partir dos
cromatogramas. O mesmo intervalo foi utilizado para analise da exatidao e precisédo
intermediaria, sendo a ultima realizada em dois dias diferentes, com o mesmo analista
e equipamento. Os resultados da analise de exatidao foram expressos em funcéo da
porcentagem do erro relativo:

E% = Concentracéo tedrica/Concentracdo experimental x 100 (Eq. 3),

onde: E% = porcentagem de erro relativo

Concentracgéao tedrica = obtida corresponde ao valor obtido apds a analise

Concentragao experimental = corresponde ao valor do padréo

3.5.4 Limite de detecc¢ao (LD) e limite de quantificagéo (LQ)
Para verificar o limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), foram

preparadas concentracdes decrescentes (1,0; 0,5; 0,3; 0,05 e 0,01 pg/mL) tanto de
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bergapteno quanto de psoraleno, diluidos em etanol absoluto. O LD corresponde a
menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser detectada, mas nao
necessita de quantificacdo. Todavia, em analise por CLAE, a linha de ruido pode ser
utilizada para estimar o LD, baseando-se no desvio-padrao na relagdo de 3 vezes o

ruido da linha de base, conforme a equacéao:

DPa X 3

LD ==

x 3 (Eq. 4),

onde: DPa = Desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragdes do farmaco préximas ao suposto
limite de quantificagao

IC = Inclinacéo da curva de calibracéo

A estimativa do LQ foi feita pela andlise das concentracdes dos padrdes até o
menor valor quantificado com precisao e exatidao aceitaveis, com base na equacao

(128):

DP x 10

LQ = = (Eq. 5),

onde: DP = Desvio Padrao

IC = inclinacdo da curva de calibracao

3.5.5 Estudos de recuperacéo do bergapteno e do psoraleno da pele

Foram utilizados dez pedacos de pele de aproximadamente 2 cm de diametro,
picotados em frascos de vidro ambar. Trés concentracfes (baixa, média e alta) da
curva analitica tanto de bergapteno quanto de psoraleno foram aplicadas: 0,5 ug/mL,
5,0 yg/mL e 10,0 yg/mL. Para isso, adicionou-se o volume correspondente a cada
concentracdo — 0,1 mL, 1 mL e 2 mL, respectivamente - de solucdo etandlica padrao
(a 25 pg/mL) de bergapteno ou psoraleno em frascos contendo a pele.

O etanol foi evaporado e em seguida foram adicionados 5 mL de etanol
absoluto para extracdo dos compostos da epiderme e avaliacdo da recuperacao. Os
frascos foram vedados e mantidos sob agitacéo por 24 h e as amostras foram filtradas

para quantificar os compostos bergapteno e psoraleno por CLAE.
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3.6 Nanoemulsdes

3.6.1 Diagrama de fases pseudo-ternéario

Foi preparada previamente uma mistura de tensoativos Labrasol®:Plurol®
oleique na proporcéo 4:1 (p/p), mantida sob agitacdo por 12 horas. Os tensoativos e
a fase oleosa composta de oleato de etila, foram misturados sob agitacéo (500 rpm)
em um béquer, em diferentes propor¢des, variando de 10:1 a 1:10 (p/p). Aliquotas de
1 mL da fase aquosa (dgua milliQ) foram adicionadas a cada uma das misturas, até
atingir um volume de 20 mL. Seguiu-se com a titulacéo até que a mistura se tornasse
turva, para estabelecer a regido de misturas isotropicas ao longo do eixo agua-
tensoativo no diagrama pseudo-ternario. Aliquotas de 1 mL de oleato de etila foram
adicionadas a mistura de tensoativos-agua para estabelecer as regides isotrépicas ao
longo do eixo da linha de base tensoativos-agua em direcdo ao apice/pico da fase
oleosa. A agitacao foi mantida para acelerar o tempo de equilibrio.

ApGs cada adicdo, a mistura foi mantida em repouso por 1 minuto e examinada
visualmente para analise e definicdo dos pontos de formacédo de nanoemulsdes 6leo
em agua (O/A). As caracteristicas esperadas para as formulacdes consistiram em
observar a formacdo de uma mistura clara, translicida e monofasica. A partir dos
dados obtidos, o diagrama de fases pseudo-ternéario foi construido com o auxilio do
software ORIGIN 8.

3.6.2 Preparo das nanoemulsdes O/A com extratos etandlicos de Brosimum

gaudichaudii

A proporc¢éao ideal de fases escolhida a partir do diagrama obtido foi: 50% de
fase aquosa, 40% de tensoativos e 10% de fase oleosa. Para obtencdo das
nanoemulsdes a partir dos extratos etandlicos EXT1 e EXT2, foi padronizada a
concentracédo de 2:1 (v/v) de extrato para cada formulagéo. Antes do preparo das
formulacdes, cada extrato foi concentrado em rotaevaporador Heidolph, modelo Hei-
VAP (Schwabach, Alemanha), a temperatura < 40°C. Os extratos foram
acondicionados em estufa, Odontobras, modelo EL 1.2 (Sao Paulo, Brasil) a 50°C
para evaporacgao do etanol restante.

A cada um dos extratos secos, foi adicionada a mistura de tensoativos e a fase
oleosa. Os sistemas foram colocados sob agitacdo a 500 rpm e entéo, a fase aquosa

foi acrescentada a cada um, formando a nanoemulsdo O/A de EXT1, denominada
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NE1 e a nanoemulsdo O/A de EXT2, denominada NE2. Seguindo a mesma
metodologia, foram preparadas nanoemulsdes sem extrato (NEC) para uso como
controles no estudo de estabilidade, utilizando agua milliQ. As nanoemulsdes
formadas foram mantidas em agitacdo por um periodo de 12 horas, para garantia de

homogeneidade da formulacao.

3.7 Caracterizacdo das nanoemulsdes
Apos o preparo, as nanoemulsfes foram submetidas a testes de centrifugacao,
analise do pH, tamanho de goticula, indice de polidisperséo (PDI), potencial zeta e do

teor de bergapteno e psoraleno para as formulagcdes com extratos.

3.7.1 Caracteristicas organolépticas

De acordo com o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos, 0s
atributos necessarios para a amostra padréo, a ser utilizada nos ensaios, devem ser
determinadas pelo fabricante (130). Diante disso, as caracteristicas organolépticas
das formulacdes foram analisadas com base nos seguintes parametros: aspecto, cor,
odor, sensacédo de tato e processos de instabilidade como turbidez e separacéo de

fases ap0s 2 horas de repouso.

3.7.2 Teste de centrifugacéo

Com a finalidade de avaliar a estabilidade fisica das formulacfes preparadas,
foi realizado o teste de centrifugacdo. Amostras de 1 mL de cada nanoemulsao foram
centrifugadas em tubos do tipo eppendorf a uma velocidade de 3000 x g por 30
minutos em temperatura ambiente. Foram consideradas aprovadas nesta andlise as

amostras que ndo apresentaram instabilidade como separacéo de fases (131).

3.7.3 Andlise de pH

O valor de pH esta relacionado a trés diferentes aspectos: estabilidade dos
ingredientes da formulacao, eficacia e seguranca do produto (131). Para afericdo de
pH das nanoemulsdes desenvolvidas (NEC, NE1 e NE2), foi utilizado eletrodo de
amostras semissolidas do equipamento pHmetro Digimed, modelo DM-22 (Séo Paulo,
Brasil).
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3.7.4 Tamanho de goticula, potencial zeta PDI

O diametro médio das goticulas foi analisado por espalhamento de luz dinamica
e o0 potencial zeta por mobilidade eletroforética. Também foi avaliada a distribuicao de
tamanho das goticulas por meio do valor do PDI. Para conduzir os ensaios, foram
realizadas diluicdes das NEC, com EXT1 e com EXT2 em agua milliQ na proporgao
1:100 (v/v). As amostras foram entdo levadas diretamente ao equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern, EUA), operando tanto em modo tamanho de particula quanto em
modo potencial zeta.

3.7.5 Teor de bergapteno e psoraleno

No intuito de quantificar o bergapteno e o psoraleno nas formulagdes com
extratos, amostras de NE1 e NE2 foram diluidas em etanol absoluto nas proporcées
1:40 (v/v) e 1:50 (v/v), respectivamente. Todas as amostras foram filtradas com o
auxilio de seringas acopladas a filtros de membrana de porosidade de 0,22 ym e
analisadas por CLAE. As andlises foram realizadas em triplicata e o teor de
bergapteno e psoraleno nas formulagdes foi calculado a partir da equacéo de reta da

linearidade do método, utilizando os dados obtidos dos cromatogramas.

3.8 Estudos de estabilidade das nanoemulsdes

Os estudos de estabilidade das formulacbes foram conduzidos em
conformidade com as diretrizes estabelecidas pela ANVISA, por meio do Guia para
Realizacéo de Estudos de Estabilidade publicado pela RE n° 1, de 29 de julho de 2005
(132); o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (131); o Guia de Controle de
Qualidade de Produtos Cosméticos (130); e pelas diretrizes preconizadas pelo
International Conference on Harmonisation (ICH) (133).

Amostras de NE1 e NE2 foram acondicionadas em frascos de vidro ambar
hermeticamente fechados, e submetidas a trés diferentes condi¢cdes de temperatura
por um periodo de 90 dias: ambiente, a 25 °C + 2°C; geladeira a 4 °C + 2°C e camara
climatica a 40 °C £ 2 °C. As analises foram realizadas, em triplicata, nos tempos 0, 7,
15, 30, 60 e 90 dias. Para verificar a estabilidade, os parametros estabelecidos foram

os estabelecidos no item 3.6.
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3.9 Estudos in vitro de permeacao cutanea do bergapteno e do psoraleno a
partir das formulacdes NE1 e NE2 e controles NC1 e NC2

Os estudos in vitro de permeacédo cutanea foram conduzidos utilizando células
de difusédo do tipo Franz modificadas, montadas com pedacos (2 x 2 cm) de pele de
orelha de porco, separando os compartimentos doador do compartimento receptor
(Figura 13). Foi adicionado 500 uL de cada uma das formulagdes NE1 ou NE2 a serem
testadas ou das formulagcdes controle de cada nanoemulsdo, CT1 ou CT2. O
compartimento receptor foi preenchido com uma solucdo receptora preparada com
tampao fosfato 0,01 M, pH 7,4 e 5% (p/v) de Tween® 20. Para todos 0s experimentos,

as células foram mantidas sob agitacdo a 500 rpm, em banho-maria a 32°C + 2.

Compartimento receptor

Figura 13. Célula de difusdo do tipo Franz modificada, com pele de porco entre os compartimentos
doador e receptor.

Os ensaios foram conduzidos em quintuplicata para cada formulacdo e por um
periodo de 24 h. Apos este periodo, uma alicota da fase receptora foi retirada do
compartimento receptor para analise por CLAE do bergapteno e o psoraleno que
permearam a pele. A pele de porco entéo foi retirada da célula de difuséo, lavada com
agua milliQ, cortada em pequenos pedacos e colocada em frascos do tipo ambar,
adicionado do solvente extrator dos compostos. Apés 24 h de agitacao a 500 rpm, as
amostras foram filtradas em filtros com porosidade de 0,45 ym e quantificadas por
CLAE.

Foram preparadas solucdes contendo extrato concentrado (concentragcao
proxima a da nanoemulsdo) e agua MilliQ na proporcdo 1:1 (v/v) dos EXT1 e EXT2
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para serem aplicadas nos estudos de permeacao in vitro, como controles CT1 e CT2

das formulacdes NE1 e NE2, respectivamente.

3.10 Ensaios in vitro com linhagens de melandécitos e queratinécitos

Para os ensaios de viabilidade, proliferacdo e migracéo celular, foram utilizados
melandcitos de linhagem imortalizada, obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro
(2017). A linhagem é derivada de melanoma maligno surgido na pele, porém coletado
em metastase no linfonodo, de paciente homem, caucasiano e com 78 anos. Foi
isolada em 1974 e ja caracterizada como uma linhagem n&do contaminada por células
Hela.

Além dos melandcitos, foram utilizados também queratindcitos, sendo as
células primarias obtidas a partir de pacientes saudaveis de 35-55 anos de idade.
Autorizacao do comité de ética: UFMG ETIC344/07. A populacdo demonstrou-se mais
de 90% positiva para Citoqueratina 5. Foram congeladas aliquotas de células em
tanque de nitrogénio.

As células foram cultivadas com meio de cultura KSFM suplementado com soro
fetal bovino, mantidas a 37°C em estufa por 48 horas. As linhagens de células (Figura
14) foram observadas com auxilio de microscopio invertido ZEISS AXIOVERT 40 CFL.

Figura 14. Fotografia de linhagens de (A) melandcitos e (B) queratindcitos observadas por microscopia
Optica (aumento 40x).
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3.10.1 Avaliacéo da viabilidade de células - ensaio de MTT

Para os testes in vitro, foram testadas diferentes concentracdes de extratos e
padroes. Para os extratos, foram testadas diluicbes de: 1:50; 1:100; 1:200; 1:300 e
1:400 (v/v). Para os padrbes bergapteno e psoraleno, foram testadas as
concentragoes: 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10 pyg/mL. Pela avaliagdo de contagem celular,
foram selecionadas as diluicdes de EXT1 a 1:100 (v/v), EXT2 a 1:300 (v/v), bergapteno
a 1,0 yg/mL e psoraleno a 3,0 uyg/mL

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o intuito de avaliar se os
extratos e seus padrdes apresentavam efeitos citotéxicos quando aplicados aos
melandcitos e queratinécitos humanos. Os experimentos foram realizados por meio
de ensaio de MTT, e o método foi adaptado a partir de metodologia proposta por
Mosmann (1985) (134).

Os grupos do experimento consistiram em pocos com (I) células e meio de
cultura, representando o controle; (lll) células, meio de cultura e 0 EXT1 (IV) células,
meio de cultura e 0 EXT2 (V) células, meio de cultura e bergapteno (VI) células, meio
de cultura e psoraleno. Foram plagueadas 1x10* células em pocos de placa de 96
pocos. Passadas 24 h ap6s o plagueamento, 0 meio de todos os pocos foi trocado e
0s tratamentos com os extratos e 0s padrdes foram adicionado aos poc¢os (100 pL).
Apés o periodo de incubacédo de 48 h, o sobrenadante de cada poco foi removido, o
poco foi lavado com PBS (Tampéo fosfato-salino), depois adicionou-se 90 uL de meio
novo, aos quais foram acrescentados 10 yL de MTT (5 mg/mL, totalizando 50 ug por
pOCcO).

As placas de cultura foram ent&o incubadas por 4 h protegidas da luz, a 37 °C
(5 % de CO2 e 95 % de umidade). Apos esse periodo, os cristais de formazan foram
solubilizados e homogeneizados com a adicdo de DMSO em volume de 100 pL por
poco. A leitura foi realizada com OD 595 nm em Espectrofotdmetro de microplacas
(Bio-Tec PowerWave, HT, EUA).

3.10.2 Proliferagéo celular

A analise de proliferacdo foi realizada inicialmente da mesma forma que a
andlise de viabilidade, usando o MTT. Porém, 10x103 células foram plagueadas em
trés placas, sendo que cada tratamento foi plaqueado em duplicata. As placas foram
incubadas a 37°C e analisadas nos tempos 1, 2 e 3 dias. O primeiro grupo de células

foi usado para o teste do MTT e a segunda replicata foi fixada com 4% de formaldeido
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por 10 min para corroborar os resultados do MTT. Adicionou-se PBS ao poco e iodeto
de propideo. A partir de entdo, as placas foram levadas ao microscopio e as células

foram contadas.

3.10.3 Migracao celular

Os ensaios de migracao celular foram conduzidos de acordo com protocolo
padronizado de Liang et al. (2007)(135). Foram semeadas 5 x 10* células/mL de cada
linhagem, em placas de 6 poc¢os. As placas foram marcadas com 2 tragos paralelos
ao centro de cada poco. Apoés atingirem confluéncia total, o0 meio foi removido e as
células foram lavadas com PBS. Foi colocado no meio soro fetal bovino e com o auxilio
de ponteiras de 200 pL, foram feitas arranhaduras transversais nos tracos
previamente delimitados. Depois de realizadas as arranhaduras, as células cresceram
em meio acrescido de EXT1 ou EXT2, ou dos padrdes bergapteno e psoraleno. Como
controle, foram utilizadas células tratadas em meio.

As células foram incubadas a 37°C e fotografadas no inicio, apds 24 horas e
apo6s 48 horas, com auxilio de cAmera acoplada a um microscépio. As imagens foram
analisadas para contagem das células que migraram para 0S espacos das
arranhaduras realizadas. A migracdo das células foi avaliada com o auxilio do
programa Image J (Wayne Rasband, NIMH, NIH, USA), considerando a contagem de
células que migraram para a area da arranhadura corresponde ao indice de migracao
celular. As células foram marcadas em amarelo para contagem e os ensaios foram

conduzidos em triplicata para cada tratamento.

3.11 Avaliacéo in vitro do potencial irritativo das nanoemulsdes (HET-CAM)

No intuito de avaliar o potencial irritativo das formulacdes, foi realizado ensaio
de membrana corio-alantoide de ovos de galinha embrionados (HET-CAM), no décimo
dia de incubacéo. O ensaio corresponde a uma modificacdo do método descrito por
Luepke em 1985 (136), utilizado pela legislacédo europeia (137), e também indicado
no Brasil pela ANVISA (138), para avaliacdo de seguranca de diferentes produtos
cosmeéticos e farmacéuticos.

Para cada formulacdo avaliada, foram utilizados trés ovos fecundados. No
décimo dia de incubacéo, foi removida a casca do ovo ao redor da camara de ar,
evidenciando, assim, a membrana da casca (Figura 15). Esta foi removida

cuidadosamente fazendo com que a membrana corio-alantoide fosse exposta, e foram
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aplicados sobre essa membrana 300 puL de cada nanoemulsdo ou dos controles
positivo e negativo. Foram utilizados soro fisiolégico como controle negativo e uma

solucdo de NaOH 1M, como controle positivo.

Figura 15. Visualizacdo da membrana cério-alantoide apds remocao de parte da casca do ovo.

Este ensaio foi adaptado conforme a metodologia descrita por Luepke (1985) e
pela ANVISA (136,138). A classificagao final das nanoemulsdes NE1 e NE2, de
acordo com seu potencial de irritabilidade no ensaio HET-CAM, foi realizada de acordo
com as Tabelas 1 e 2.

A membrana coério-alantoide foi examinada durante 5 minutos e as observacfes
fisiologicas como hiperemia, hemorragia e coagulacdo/opacidade foram observadas
nos tempos 0,5; 2 e 5 minutos. O tempo necessario (em minutos) para provocar
qualquer um desses eventos foi anotado e o indice de irritabilidade foi avaliado

conforme as tabelas abaixo:

Tabela 1. Escala para teste de HET-CAM conforme efeitos observados ao longo de 5

minutos.
Escala
Efeito Tempo (minutos) 0,0-0,5 0,5-2,0 2,0-5,0
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3

Coagulacao 9 7 5




37

Tabela 2. Classificacéo final das formulacdes quanto ao seu potencial de irritabilidade

no HET-CAM, de acordo com a escala cumulativa.

indice de irritabilidade Classificacdo
0-0,9 Na&o irritante (NI)
1-49 Irritante leve (IL)
5-8,9 Irritante moderado (IM)
9-21 Irritante severo (1S)

3.12 Analises dos dados

Para andlise de regressao linear, foi utilizado programa Microsoft Excel 2010.
A construcdo do diagrama de fases pseudo-ternéario foi realizada com o uso do
programa Origin 8. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa
GraphPad Prism 6, admitindo nivel de significancia p < 0,05. Diferencas significativas
entre conjuntos de dados foram verificadas por teste de normalidade por anélise de

variancia one way, seguido de teste de Tukey com comparacdo multipla dos dados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccao dos constituintes da planta (triagem fitoquimica preliminar)

e Triterpenos e esteroides

Os terpenos sdo um grupo de compostos formados por uma unidade de
isopreno (CsHs) e classificados de acordo com o numero de unidades em: hemi- (Cs),
mono- (Cio), sesqui- (Cis), di- (C20), sester- (Czs), tri- (Cao), tetra- (Cao) e politerpenos
((Cs)n; n > 8). Ha inumeros derivados de terpenos, como o0s glicosilados; os
oxigenados; os esteroides; as saponinas e 0s meroterpenos, entre outros (139).

Os triterpenos sdo compostos encontrados em muitos vegetais, e apresentam
em sua estrutura seis unidades de isopreno, biossintetizados pela ciclizacdo do
esqualeno (como os esteroides). Biologicamente, desempenham papel importante por
possuirem propriedades anti-inflamatéria, antifungica, antitumoral, antiviral e
neuroprotetora (139,140).

Os resultados para triterpenos foram positivos para os dois extratos, uma vez
que apos a adicdo de acido acético e acido sulfurico houve o desenvolvimento de
coloracdo avermelhada (Figuras 16 e 17). A positividade desta reacdo decorre da
observacdo da formacdo de cor avermelhada, que indica a presenca da funcéo
carbonila na posicéo 3 e dupla ligacédo entre os carbonos 5 e 6 (141). J4 o resultado
da pesquisa de esteroides foi positivo apenas no EXT2 (Figura 17), evidenciado pela
observacédo da coloragéo verde.

-

Figura 16. Avaliacdo da presenca de triterpenos no extrato da droga vegetal obtida comercialmente:
(A) EXT1 e (B) EXT1 ap6s reacéo de Liebermann-Burchard.
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Figura 17. Presenca de triterpenos e esteroides na droga vegetal coletada: (A) EXT2 e (B) EXT2 apés
reacdo de Liebermann-Burchard., com coloracdo avermelhada indicada pela seta de cor preta; e
positiva para esteroides, com coloragao verde indicada pela seta de cor vermelha.

e Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, de carater predominantemente
basico, encontrados em vegetais. Geralmente podem ser detectados pela observacao
de turvacao ou formacéo de precipitado em meio acido, apds o uso de reativos de
alcaloides. Trés reativos de alcaloides usualmente utilizados para identificar presenga
de alcaloides sdo os reagentes de Mayer (iodo mercurato de potassio), Bouchardat
(iodo-iodeto de potassio) e Dragendorff (iodo bismutato de potassio) (142,143).

Para identificacao positiva de alcaloides apds o uso desses reagentes, observa-
se formacéao de precipitado nas cores: branco, marrom e alaranjado, respectivamente.
A formacao de precipitado apenas com o uso de um dos reativos € inconclusiva, pois
alguns desses reagentes podem interagir com outros compostos além dos alcaloides.

A Figura 18 ilustra os resultados obtidos das reagbes com EXT1 e EXT2. Houve
reacao positiva com formacao de precipitado apenas no EXT2, que reagiu com 0s trés
reativos de alcaloides utilizados, formando precipitados caracteristicos de cada
reativo. O EXT1 reagiu apenas com o reativo de Dragendorff, e por esse motivo o

resultado foi considerado negativo para presenca de alcaloides nesse extrato.
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Figura 18. Avaliacdo da presenca de alcaloides nos extratos 1 e 2 das drogas vegetais obtidas
comercialmente (A) e coletada (B). Por reacao de precipitagdo com reativos gerais: Mayer, Bouchardat
e Dragendorff, da esquerda para a direita, respectivamente.

e Antraquinonas

As antraquinonas formam a maior subclasse constituinte do grupo das
guinonas. Geralmente apresentam-se como substancias que apresentam pigmentos
de coloragéo laranja ou vermelha, e podem ser encontradas em diversos vegetais,
nos fungos e também em animais (144). O &cido carminico, por exemplo, é composto
por uma antraquinona. Extraido das fémeas da cochonilha (Dactylopius coccus), até
hoje é empregado na industria alimenticia e cosmética como corante natural (145).

Em testes fitoquimicos, a alteracdo da cor ocasionada pelas antraquinonas em
meio basico pode ser utilizada como reacdo de identificacdo, permitindo diferencia-
las. As 1,8-di-hidroxi-antraquinonas apresentam cor vermelha a alaranjada, enquanto
as 1,2-di-hidroxi-antraquinonas apresentam colorag¢édo azul-violeta em meio alcalino.
Antronas e diantronas produzem inicialmente cor amarela que muda rapidamente para
laranja/vermelho com a formacao, por oxidacao, das correspondentes antraquinonas
(141). A reacdo de antraquinonas foi positiva para os dois extratos, como foi

observado pelo desenvolvimento de coloracdo alaranjada (Figura 19).
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Figura 19. Fotografias ilustrativas da reacdo de Borntragen positiva indicando presenca de
antraquinonas nos extratos de Brosimum gaudichaudii: (A) Extrato do p6 da raiz comercial - EXT1 e (B)
Extrato da raiz coletada - EXT2.

e Cumarinas por aumento de fluorescéncia em meio bésico e exposic¢éo a luz UV
Cumarinas séo lactonas do acido-hidroxicinamico (2H-1-benzopiran-2-onas),
sendo a 1,2-benzopirona mais comumente encontrada em produtos vegetais. Esses
compostos possuem um espectro UV caracteristico, o qual € fortemente influenciado
pela natureza e posicdo dos grupos substituintes. Desse modo, elas emitem
fluorescéncia e sao facilmente visualizadas sob luz UV (141,146).

Ao analisar 0 EXT1 e 0 EXT2, segundo metodologia descrita anteriormente, foi
observado que a reacédo foi positiva para cumarinas nos dois extratos, pois houve o
desenvolvimento de forte fluorescéncia de coloracdo amarela/esverdeada em luz UV
(254 nm) (Figura 20). A identificacdo positiva de fluorescéncia pode ser atribuida a
predominéncia dos compostos cumarinicos bergapteno e psoraleno nos dois extratos,

cuja quantificacdo seré realizada a seguir.
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Figura 20. Fotografias ilustrativas do desenvolvimento de fluorescéncia em meio alcalino e luz UV das
cumarinas presentes nos extratos (A) EXT1 e (B) EXT2. Nota-se o desenvolvimento de forte
fluorescéncia amarelo esverdeada, indicado pelas setas.

e Microssublimacéo e obtencéo de cristais

Apls a secagem completa dos extratos para analise dos solidos totais,
observou-se a formacdo de cristais caracteristicos dos compostos de maior
predominancia em cada extrato (Figura 21). A Figura 21A ilustra cristais com formato
de drusas, e refere-se ao EXT1, o0 extrato que possui uma concentragdo maior de
psoraleno do que de bergapteno (Figura 22). Ja na Figura 21B, observa-se que a
conformacdo dos cristais foi diferenciada, evidenciando formas mais retas e
pontiagudas. Esta figura refere-se ao EXT2, que apresentou como caracteristica uma
concentracdo maior de bergapteno do que de psoraleno (Figura 23), em contraposi¢céo
ao EXT1.

Figura 21. Fotografia de cristais formados em béqueres apds a secagem em estufa (60 °C) das drogas
vegetais utilizadas: A) P6 da raiz obtido comercialmente e B) Raiz coletada.
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ApOs a visualizacdo desse fendmeno de formacao cristalografica dos
compostos dos extratos, foi realizada a técnica de micro-sublimagéo da droga vegetal
utilizada para preparo do EXT1 (Figura 22) e do EXT2 (Figura 23). Em seguida,
procedeu-se analise dos materiais de cada lamina por microscopia Optica e por CLAE,

de acordo com metodologia descrita no item 3.4.
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Figura 22. Andlise de cristais obtidos pela técnica de microssublimagdo da droga vegetal em poé
utilizada para o preparo do EXT1: Microscopia 6ptica dos cristais (A) Aumento 40x e (B) Aumento 100x.
(C) Cromatograma obtido por CLAE da lamina da técnica de microssublimagdo da droga vegetal em
p6. Condicdes: Coluna C18; fase mdvel H2O/ACN/MeOH 50:25:25 (v/vlv); vazdo de 0,6 mL/min;
temperatura do forno a 35 °C e A = 340 nm.

A figura acima ilustra o tipo de cristal predominante no EXT1 e o cromatograma
obtido a partir da analise do material da lamina. De acordo com o resultado obtido pela
analise cromatografica, sugere-se que 0 tipo de cristal observado constitui a
conformacdo caracteristica do psoraleno. Essa conformacdo difere de forma
significativa da encontrada no EXT2 (Figuras 21B e 23). A partir da analise de
microscopia optica, observou-se que o tipo de cristal predominante no EXT2 possui
formas retas e pontiagudas, diferente do formato estrelado caracteristico do EXT1.
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A partir da Figura 23, ao observar os cristais e 0 cromatograma obtido com a
analise do material da lamina, sugere-se que o tipo de cristal obtido constitui a
conformacao caracteristica do bergapteno, tendo em vista a predominancia dessa

cumarina em relagao ao psoraleno no EXT2.
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Figura 23. Analise de cristais obtidos pela técnica de micro-sublimacédo da casca da raiz coletada e
utilizada para o preparo do EXT2: Microscopia 6ptica dos cristais (A) Aumento 40x e (B) Aumento 100x.
(C) Cromatograma obtido por CLAE da lamina da técnica de micro-sublimag¢éo da casca da raiz.
Condigbes: Coluna C18; fase movel H20/ACN/MeOH 50:25:25 (v/viv); fluxo de 0,6 mL/min;
temperatura do forno a 35 °C e A = 340 nm.

De acordo com a triagem fitoquimica preliminar, houve diferengas nas analises
dos dois extratos, apesar de pertencerem a mesma espécie. Os dois extratos
apresentam quantidade semelhante de solidos totais, com 5,20 + 1,00 pg/mL no EXT1
e 7,03 £ 0,17 pg/mL no EXT2. O EXT2 apresentou uma sutil diferenca na analise de
sélidos totais e revelou a presenca de esteroides e alcaloides, diferente do EXT1. Além
disso, foi possivel obter cristais das duas amostras de Brosimum gaudichaudii, mas
com diferenca de conformacao. O po da raiz, utilizado para o EXT1, apresentou uma
concentracdo maior de psoraleno do que de bergapteno. O inverso ocorreu com a raiz
coletada, utilizada para o EXT2.
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A Tabela 3 apresenta o resumo dos resultados da analise fitoquimica preliminar
da raiz de Brosimum gaudichaudii de carater qualitativo a partir dos extratos

etandlicos. Os resultados positivos foram ilustrados a seguir.

Tabela 3. Resultados dos ensaios fitoquimicos para o0s extratos etanodlicos de

Brosimum gaudichaudii (mama-cadela).

Metabdlito Extrato Resultado Observacoes
Triternenos EXT1 + Coloracao marrom a
P EXT2 + avermelhada
. EXT1 i N&o houve muglanga de
Esteroides coloracéo
EXT2 + Coloragao verde
Saponinas EXT1 - Sem observacgéo de
P EXT2 - espuma
Cumarinas EXT1 + Desenvolvimento de
EXT2 + fluorescéncia no UV
Formacéao de precipitado
EXT1 - apenas na reacao de
. Mayer
Alcaloides Formacéao de precipitado
EXT2 + na reacao de Mayer,
Bouchardat e Dragendorff
Taninos EXT1 - N&o houve mudanca de
EXT2 - coloracéo
ANraguinonas EXT1 + Mudanca de coloracdo
d EXT2 + para um tom alaranjado
Brosimum ~ o
) N Formacéo de cristais com
. gaudichaudii +
Furanocumarinas por . formato de drusas
, . ~ comercial
microssublimacao e Brosimum
CLAE . N Formacdao de cristais
gaudichaudi + .
aciculares
coletada

EXT1: Extrato etandlico 1:20 (p/v) do p6 da raiz comercial de Brosimum gaudichaudii
EXT1: Extrato etandlico 1:10 (p/v) da raiz coletada de Brosimum gaudichaudii

Os metabdlitos secundarios sao substancias propensas a variacdes
qualitativas e quantitativas dependendo da origem genética, condi¢gBes fisioldgicas,
época de coleta, bem como do método analitico e do preparo das amostras (147,148).
Por isso, € importante investigar a composi¢cao da espécie a ser utilizada.

As amostras apresentaram algumas diferencas de deteccdo de compostos, 0
que pode ser atribuido as diferencas nos locais de coleta e também as diferencas

entre as drogas vegetais utilizadas. O p6 da raiz comercial foi obtido a partir da raiz
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inteira, diferente da raiz coletada utilizada neste trabalho, da qual foi utilizada apenas

a casca externa da raiz.

4.2 Padronizacéao e validacdo de metodologia analitica para quantificacéo de

bergapteno e psoraleno a partir dos extratos vegetais, formulacbes e em

experimentos de permeacéo cutanea

4.2.1 Determinacdo do comprimento de onda de absorcdo de maxima para o

bergapteno e para o psoraleno

Foram preparadas solucdes de bergapteno e psoraleno e a partir dessas
solugdes, foi realizada uma varredura de cada padréo, dissolvido em etanol absoluto
a 25 pg/mL. O espectro de varredura de cada um dos padrfes na regidao do UV visivel

(UV/Vis) esta apresentado na Figura 24.

Bergapteno Psoraleno

8
310 %
2 246

Absorbancia

T T T T T 1

200 250 0 280 0 0 500 200 250 300 350 400 ) 500

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 24. Espectro de absor¢éo na regido do UV/Vis de uma solu¢do de Bergapteno e Psoraleno, em
etanol absoluto a 25 pg/mL. Faixa de varredura: 200 a 500 nm.

Os valores de comprimentos de onda de absorgdo maxima encontrados para
os padrbes foram de 310 nm para o bergapteno e de 246 nm para o psoraleno, mas
nesse comprimento de onda houve absorc¢éo de diversos interferentes dos extratos e
da pele principalmente, e por isso, apds diversas analises, foi padronizado 340 nm
para os dois ativos, sem comprometer a deteccédo e quantificagdo dos compostos.
Outros estudos obtiveram resultados préximos, como 223 nm (127,149) para o
psoraleno e 310 nm (150) ou 320 nm (151) para o bergapteno. Esta variagdo pode

estar relacionada com diferencas de solventes e de processos de extragao.
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Pela analise cromatografica preliminar dos extratos, observou-se que em
comprimentos de onda menores, houve absorcao de interferentes dos solventes e dos
extratos nos cromatogramas analisados e por essa razao, foi padronizado apenas um
valor de absorcéo para os dois compostos. Para facilitar a andlise, a padronizagéo de
apenas um comprimento de onda para os dois compostos também foi realizada por
Chunyan et al. (152). Os autores determinaram o valor 254 nm para analise de
bergapteno e psoraleno na espécie Ficus Carica L. A analise de bergapteno e
psoraleno também foi realizada por Pires et al. (127), em soluc¢des fitoterapicas para
uso oral, e os autores determinaram 223 nm para deteccédo dos compostos por CLAE.
Neste estudo, contudo, apds analise de diferentes faixas de comprimento de onda por
CLAE, foi selecionado 340 nm para deteccdo dos dois compostos de maneira
concomitante.

O método analitico padronizado por CLAE utilizou como fase movel Agua
MilliQ/Acetonitrila/Metanol na propor¢ao 50:25:25 (v/v/v), com temperatura do forno a
35°C, fluxo de 0,6 mL/min, volume de injecédo de 10 pyL e A = 340 nm. Como fase
estacionaria, foi utilizada coluna de fase reversa Cis (150 mm x 4,6 mm). O método
foi capaz de separar os compostos bergapteno e de psoraleno entre si e de outros
interferentes da amostra, conforme sera descrito no item abaixo. O bergapteno foi

detectado ap6s 9 min da injecéo e o psoraleno apés 13 min.

4.2.2 Seletividade

A seletividade de um método, também chamada de especificidade,
corresponde a capacidade de detectar e quantificar uma substancia na presenca de
outros compostos, como impurezas, solventes, produtos de degradacdo, etc
(128,129).

A Figura 25 apresenta os cromatogramas de solu¢des de Etanol absoluto,
homogeinizado de pele de suinos extraidos com etanol e tensoativos Labrasol® e
Plurol® 4:1 (v/v), usados no preparo das nanoemulsGes. e 0s cromatogramas
referentes a injecdo e leitura por CLAE de solucdes de bergapteno e psoraleno em

etanol, ambas a 5 yg/mL, e dos extratos etandlicos EXT1 e EXT2.
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Figura 25. Cromatogramas (CLAE) referente a injecao de solugbes de: (A) Etanol absoluto; (B) Pele
extraida em etanol; (C) Labrasol® e Plurol® 4:1 (v/v) diluidos em etanol na proporgéo 1:50 (v/v); (D)
bergapteno padrdo a 5 yg/mL; (E) psoraleno padréo a 5 ug/mL; (F) EXT1; (G) EXT2. Condi¢des: coluna
C18; fase maével Agua MilliQ/Acetonitrila/Metanol 50:25:25 (v/v/v); 35 °C; fluxo 0,6 mL/min e inje¢&o 10
ML; A =340 nm.

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve qualquer interferéncia de
nenhum dos contaminantes na analise dos compostos. Dessa forma, o método
cromatografico podera ser utilizado para doseamento dos marcadores psoraleno e
bergapteno tanto nos extratos, quantos nas formulagdes desenvolvidas e apds sua

extracdo da pele durante os ensaios de permeacéo cutanea.

4.2.3 Linearidade

As curvas analiticas obtidas para bergapteno e psoraleno estdo representadas
na Figura 26, na faixa de concentragdo de 0,5 a 10,0 uyg/mL, utilizando etanol e
solucéo de tampéo fosfato (pH 7,4) com 5% de Tween® 20 (p/v) como diluentes.
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Figura 26. Representacédo gréfica da curva analitica obtida para o bergapteno (a e b) e psoraleno (c e
d) por CLAE. Concentracdes diluidas em: (a e c) Etanol absoluto. Equacdes de reta: (a) y = 31516x -
3008,2 com coeficiente de correlacao linear: r = 0,9998 e (c) y = 29312x - 2735,8 com coeficiente de
correlacéo linear: r = 0,9999; (b e d) tampé&o fosfato (pH 7,4) com 5% de Tween® 20 (p/v). Equacgdes
de reta: (b) 23463x — 1979 com coeficiente de correlacdo linear: r =1 e (d) y = 25458x - 3515,9 com
coeficiente de correlagéo linear: r = 0,9996.

A partir da analise da regresséo linear € possivel afirmar que o método
apresentou linearidade na faixa de concentracao entre 0,5 uyg/mL e 10,0 pg/mL. O
coeficiente de correlacéo linear obtido nas quatro curvas foi acima de 0,999 tanto com
etanol absoluto, como com a solugéao de tampé&o fosfato 0,01 M, pH 7,4 com 5% (p/v)
de Tween® 20 como diluente, estando de acordo com o estabelecido pela ANVISA
(128).

4.2.4 Precisao e exatiddo

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem mudultipla de uma mesma amostra. J4 a exatiddo
refere-se a proximidade dos valores obtidos no experimento em relagcdo ao valor de
referéncia (128).

O método foi avaliado quanto a precisao por meio do estudo de repetibilidade
(preciséo intracorridas) e precisao intermediaria (precisao intercorridas). As tabelas a
seguir representam o0s valores obtidos de precisdo e exatiddo intracorrida e

intercorrida do bergapteno na faixa de concentracéo de 0,5; 5,0 e 10,0 yg/mL. O
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padrao foi diluido em etanol absoluto (Tabela 4) e em tampé&o fosfato 0,01 M, pH 7,4
com 5% (p/v) de Tween® 20 (Tabela 5).

Tabela 4. Andlise da precisdo e da exatidao intracorrida e intercorrida do método de

quantificacdo para o bergapteno diluido em etanol absoluto.

Concentracao Concentracgao _ _
o _ Preciséo Exatidao
Tedrica bergapteno  Experimental
CV (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Intracorrida (n = 9)
0,5 0,49+0,11 3,64 98,48
50 4,92 +0,12 0,52 98,48
10,0 9,71 +0,26 1,78 97,08
Intercorrida (n = 9)
0,5 0,49+0,11 4,19 97,48
5,0 4,94 + 0,16 1,49 98,89
10,0 9,59+0,31 2,25 95,90

Os dados séo médias de 9 determinagdes * desvio padréo.

Tabela 5. Analise da preciséo e da exatidao intracorrida e intercorrida do método de
quantificacdo para o bergapteno diluido em tampéo fosfato (pH 7,4) com 5% de
Tween® 20 (p/v).

Concentracao Concentracao . )
_ . Preciséo Exatidao
Tedrica bergapteno  Experimental
CV (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

Intracorrida (n = 9)
0,5 0,48+0,11 3,61 96,79
5,0 503+0,11 0,32 100,69
10,0 9,97 £ 0,32 2,33 99,68

Intercorrida (n = 9)
0,5 0,49 £ 0,10 1,49 101,60
5,0 508+ 0,10 0,21 101,32
10,0 9,78+ 0,11 0,19 98,14

Os dados sdo médias de 9 determinagfes + desvio padréo.
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A partir dos dados, é possivel observar que os resultados obtidos para 0 método
de andlise de bergapteno por CLAE estédo dentro da faixa estabelecida pela ANVISA
(128). A variagao dos valores obtidos de exatidao e precisdo para as concentracoes
de 0,5; 5,0 e 10,0 pg/mL foi menor que 15%, limite maximo preconizado pela agéncia
regulatoria.

As tabelas a seguir representam os valores obtidos de precisdo e exatidao
intracorrida e intercorrida psoraleno, diluidos em etanol absoluto (Tabela 6) e em
tampao fosfato 0,01 M, pH 7,4 com 5% (p/v) de Tween® 20 (Tabela 7).

Tabela 6. Analise da precisédo e da exatidao intracorrida e intercorrida do método de

quantificacdo para o psoraleno diluido em etanol absoluto.

Concentracao Concentracao . o
o _ Precisao Exatidao
Teolrica bergapteno Experimental
CV (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Intracorrida (n = 9)
0,5 0,52+0,11 4,67 103,19
5,0 5,24 + 0,29 3,88 104,78
10,0 10,31 +£0,42 3,24 103,06
Intercorrida (n = 9)
0,5 0,50+0,11 3,62 100,47
5,0 504 +0,12 0,59 100,87
10,0 9,88 +0,13 0,41 98,76

Os dados séo médias de 9 determinag8es + desvio padréo.



52

Tabela 7. Analise da preciséo e da exatidao intracorrida e intercorrida do método de
guantificacdo para o psoraleno diluido em tampéao fosfato (pH 7,4) com 5% de Tween®
20 (p/v).

Concentragao Concentragao Precisao Exatidao
Tedrica psoraleno Experimental CV (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Intracorrida (n = 9)
0,5 0,51+0,12 4,04 101,10
50 5,15+0,28 3,73 103,08
10,0 10,19 £ 0,31 2,18 101,92
Intercorrida (n = 9)
0,5 0,51+0,10 1,37 102,10
50 5,04 +£0,13 0,68 100,89
10,0 9,88 +0,12 0,30 98,76

Os dados séo médias de 9 determinagfes + desvio padréo.

Os resultados obtidos para o método de analise de psoraleno por CLAE
também estéo dentro da faixa estabelecida pela ANVISA (128). A variacdo dos valores
obtidos tanto para exatiddo quanto para precisdo foi menor que 15%, nas

concentracdes de 0,5; 5,0 e 10,0 pg/mL.

4.2.5 Limite de deteccao (LQ) e limite de quantificacdo (LQ)

O bergapteno apresentou LD e LQ tedricos equivalentes a 0,02 ug/mL e 0,07
pg/mL, respectivamente, e o psoraleno 0,04 ug/mL e 0,13 ug/mL. O teste experimental
demonstrou que o LQ real tanto de bergapteno quanto de psoraleno foi de 0,5 pg/mL,
com precisdo e exatiddo aceitaveis. Assim, concentracdes abaixo desse valor foram
detectadas, mas nao foi possivel quantificar por CLAE.

As condi¢cOes de analise por CLAE proporcionaram sensibilidade ao método.
Os valores obtidos estdo de acordo com 0 que era esperado, visto que consistem na
capacidade de analisar valores minimos dos padrées (0,5 pg/mL), com nivel de
incerteza aceitavel. Isso oferece suporte aos experimentos de desenvolvimento e
avaliacdo de novas formulagbes contendo o extrato de Brosimum gaudichaudii, dado
gue a espécie apresenta tanto bergapteno quanto psoraleno, como identificado na

triagem fitoquimica.
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4.2.6 Recuperacédo do bergapteno e do psoraleno da pele

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados da porcentagem recuperada de
bergapteno e psoraleno apés processo de extracdo das camadas da pele de suinos
com 5 mL de etanol absoluto, contaminadas com concentracdes 0,5; 5,0 e 10,0 yg/mL

dos marcadores.

Tabela 8. Porcentagem de recuperacgéo de bergapteno e psoraleno da pele utilizando

etanol como solvente extrator.

Furanocumarina Concentracao % Recuperada pele
0,5 96,59 £+ 0,10
Bergapteno (ug/mL) 5,0 88,64 + 0,23
10,0 90,69+ 0,07
0,5 103,85+ 0,16
Psoraleno (ng/mL) 5,0 97,21+ 0,18
10,0 97,3+ 0,08

Os dados séo médias de 3 repeticdes * desvio padrao.

Como pode ser observado, o processo de extragao de bergapteno e psoraleno
das camadas pele foi eficiente dentro do intervalo de linearidade (0,5 a 10,0 pg/mL)
do método analitico validado por CLAE. A recuperacéo do farmaco foi realizada com
porcentagens de erro que estdo dentro do limite aceito para a validacdo de métodos
envolvendo processos extrativos, que é de +15% (128). Assim, garante-se que 0
método validade é eficiente para ser utilizado nos ensaios envolvendo permeacéo

cutanea dos compostos dos extratos a partir das formulacdes desenvolvidas.

4.3 Desenvolvimento das nanoemulsdes O/A e analises preliminares

4.3.1 Formacao das nanoemulsdes O/A com extratos etandlicos de Brosimum

gaudichaudii

Para formacédo das nanoemulsdes, foi aplicado método de emulsificacdo de
baixa energia, que consiste na formacdo espontdnea de goticulas de Oleo em
sistemas mistos de 6leo, agua e tensoativo, quando a composi¢céo ou as condigdes
ambientais sdo alteradas. Nesse método, as propriedades fisico-quimicas do sistema
sdo empregadas para preparar formulacdes por inversdo de fases ou por

emulsificacdo espontanea (24,153,154).
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A mudanca na estrutura do tensoativo durante o processo de preparacado da
nanoemulsdo estabelece a diferenciacédo entre os métodos de emulsificacao de baixa
energia. Se o0 tensoativo se difundir rapidamente da fase dispersa para a fase
continua, sem alterar sua curvatura, o método é de emulsificacdo espontéanea. Do
contrario, quando o tensoativo sofre alteracdo em sua curvatura, o método €
classificado como inversédo de fase (24,155).

Neste trabalho, foram preparadas nanoemuls@es por método de emulsificacdo
de baixa energia por inversao de fases, a temperatura constante. A transicdo da
curvatura do tensoativo foi obtida alterando a fracdo volumétrica, pela adicdo
sucessiva da fase aguosa na fase oleosa, formando globulos na fase continua. Nesse
ponto, obtém-se uma nanoemulsdo A/O, e inicia-se a adicdo de volume de fase
aguosa para que ocorra modificagdo espontanea da curvatura do tensoativo, o que
acarreta na inversdo da nanoemulsao A/O para O/A (156,157).

Foi construido um diagrama de fases pseudo-ternario (Figura 27) com base nas
observacdes realizadas durante a adicdo da fase aquosa, conforme descrito na
metodologia. Os pontos em que se obteve nanoemulsde, ou seja, formulacbes
liquidas, homogéneas, transparentes e transllicidas estdo marcados no diagrama,
bem como o ponto de formacdo de nanoemulséo escolhido a partir do diagrama, que

estd em destaque na Figura 27.
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Figura 27. Diagrama de fases pseudo-ternario para obtencéo de nanoemulsées O/A. Em vermelho:
nanoemulsdo com 50% de agua, 40% de tensoativos e 10% de oleato de etila.

Assim, a formulacdo selecionada corresponde a seguinte composi¢éo: 50%

agua milliQ, 40% de tensoativos Labrasol®:Plurol® (4:1 p/p) e 10% de oleato de etila.
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A partir dessa composicao, foram obtidas trés nanoemulsdes O/A (Figura 28): a NEC,
obtida sem uso de extrato, e duas nanoemulsdes obtidas a partir dos extratos
etandlicos EXT1 e EXT2, denominadas NE1 e NE2. A NE1 foi preparada a partir do
extrato do po da raiz comercial e a NE2 a partir do extrato da casca da raiz coletada

de Brosimum gaudichaudii.

NEC NE1 NE2

Figura 28. NanoemulsGes O/A: (NEC) sem extrato, (NE1) com extrato etandlico de Brosimum
gaudichaudii do pé da raiz comercial e (NE2) com extrato etanélico da planta coletada.

4.3.2 Caracteristicas organolépticas e centrifugacao

Os parametros organolépticos avaliados nas formulacfes foram: aspecto, cor,
odor, sensacéo de tato e processos de instabilidade como turbidez e separacdo de
fases, e os resultados dessa avaliagéo estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas organolépticas observadas a partir das nanoemulsées NEC,
NE1 e NE2 O/A obtidas.

Formulacéao NEC NE1 NE2
Aspecto Translucido Translucido Translucido
Cor Auséncia de cor Laranja Amarela
od Caracteristico dos Caracteristico dos Caracteristico dos
or

tensoativos tensoativos tensoativos
Sensacéo de tato Untuosa Untuosa Untuosa
Turbidez - - .

Separacgéo de
fases apos - - -

centrifugacao

Nota: NEC — Nanoemulsdo sem extrato; NE1 — Nanoemulsdo com extrato etanolico de Brosimum
gaudichaudii do p6 da raiz comercial e NE2 - Nanomulsdo com extrato etandlico da planta coletada.
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Todos os aspectos foram avaliados antes e ap0s a centrifugacdo das
formulacbes obtidas. As nanoemulsdes formadas apresentaram caracteristicas
semelhantes, conforme descrito na Tabela 9, com excec¢ao do parametro cor (Figura
28).

4.3.3 Analise dos parametros iniciais das nanoemulsdes
Foram realizadas as primeiras analises das formulacdes, com base nos
pardmetros de pH, potencial zeta, tamanho e PDI, a fim de caracteriza-las como

nanoemulsdes.Os resultados podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados da avaliacdo dos parametros pH, tamanho de goticula, PDI e
Potencial zeta das formulagdes NEC, NE1 e NE2 O/A obtidas.

Formulacéo pH Potencial zeta Tamanho PDI
(mV) (nm)
NEC 4,28 + 0,01 -11,8 £ 0,7 141,4 £ 4,37 0,09 + 0,03
NE1 4,68 £ 0,01 -15,1+2,3 139,3+11,7 0,16 £0,03
NE2 4,15+ 0,01 -13,1+2,0 110,4+2,3 0,13+0,01

Os dados s@o médias de 3 determinag8es + desvio padréo.

Sabe-se que em meio alcalino ocorre a abertura do anel lactona, caracteristico
de cumarinas, modificando a estrutura do ativo (158). Nesse sentido, as formulacdes
NEC, NE1 e NE2 desenvolvidas apresentaram pH levemente acido, adequado para
manter a estabilidade quimica das cumarinas bergapteno e psoraleno.

O tamanho das goticulas, em conjunto com o PDI, pode afetar as propriedades
das nanoemulsbes, como estabilidade, reologia, aparéncia, coloracdo e textura.
Idealmente, as nanoemulsdes apresentam tamanho médio de goticulas entre 110 e
142 nm (159). O PDI fornece informacdes sobre distribuicdo do didmetro das goticulas
em torno de uma meédia. Admite-se que valores de PDI menores que 0,20 indicam
uma distribuicdo do diametro das particulas dentro de uma faixa estreita, ou seja,
maior homogeneidade no sistema (160). Os resultados obtidos a partir das trés
formulagBes demonstraram que as goticulas possuem tamanho caracteristico de
nanoemulsdes e apresentaram-se monodispersas, considerando que as trés

nanoemulsdes tiveram PDIs menores que 0,2.
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Outro parametro importante a ser avaliado consiste no potencial zeta. Trata-se
de uma medida da magnitude da diferenca de potencial entre a superficie das
particulas e um meio, ou da repulsdo ou atracao eletrostatica entre elas. O potencial
positivo ou negativo confere & particula ou goticula estabilidade devido ao grau de
repulsédo entre elas. Dessa maneira, quanto maior for o valor do potencial zeta, maior
sera a estabilidade da formulacdo, uma vez que se evitara a fusdo de goticulas que
poderia resultar em uma separacao de fases da nanoemulsédo (161). Considerando os
valores negativos obtidos com a NEC, NE1 e NE2, a formacdo de carga negativa
confirma que ha repulsdo entre as goticulas, e por isso, as hanoemulsdes sao mais
propensas a permanecerem estaveis ao longo do estudo de estabilidade.

As andlises foram conduzidas com base na caracterizacao inicial das
formulagbes. Como pode ser observado, ndo houve nesta andlise amostras que
apresentaram instabilidade, como separacdo de fases ou cremeacdo. Todas as
formulacbes apresentaram-se translicidas, sem turbidez. Além disso, as
nanoemulsdes apresentaram pH, potencial zeta, tamanho o PDI dentro dos limites
apropriados. Considerando essas caracteristicas iniciais, as formulacdes foram
classificadas como adequadas para a analise de estabilidade acelerada durante 90

dias, em condi¢des climéticas variadas.

4.4 Estudos de estabilidade acelerada das nanoemulsdes

Para que uma nanoemulséo seja considerada estavel, as goticulas dispersas
devem manter as caracteristicas iniciais de tamanho e potencial zeta e uma
distribuicdo uniforme na fase continua, ao longo de um determinado periodo de
analise. Contudo, ao longo do tempo podem ocorrer processos de instabilidade,
comprometendo as condi¢des ideais do sistema (24).

As formulagbes NEC, NE1 e NE2 foram submetidas a trés diferentes condigbes
de temperatura (ambiente, geladeira e camara climatica) por um periodo de 90 dias.
As amostras foram analisadas nos tempos 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Em cada um dos
tempos, foram verificados os parametros: pH, tamanho de goticula, PDI, potencial zeta
e teor (para NE1 e NE2), além dos parametros organolépticos descritos na Tabela 9.

Durante todo o tempo de estudo, ndo foram verificadas mudancas nas
caracteristicas organolépticas das formulacdes, indicando uma possivel estabilidade

fisica de todas elas em todas as condi¢cfes de temperatura estudadas.
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4.4.1 pH e potencial zeta

A analise de pH de formulacdes € um parametro importante nos estudos de
estabilidade, pois permite avaliar mudancas de composicao quimica dos constituintes.
Além disso, o pH pode ser ajustado de acordo com o local de aplicacéo e de maneira
a garantir compatibilidade entre os compostos ativos nas formulacdes (131).

A variacdo de pH das formulacbes ao longo do estudo de estabilidade esta

representada na Figura 29.
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Figura 29 - Variacéo de pH das formulagcdes NEC, NE1 e NE2 nos tempos 0, 7, 15, 30 e 90 dias nas
trés diferentes condi¢Bes de temperatura: Ambiente (25°C + 2°C), Geladeira (4°C + 2°C) e Camara
climatica (40°C + 2°C). Os dados sdo médias de 3 repeticdes + desvio padrdo. NEC: Nanoemulsao
Controle; NE1: Nanoemulsédo contendo extrato do po da raiz comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2:
Nanoemulséo contendo extrato da casca da raiz coletada de Brosimum gaudichaudii.

No tempo 0, as formulagdes NEC, NE1 e NE2 apresentaram valores médios de
pH equivalentes a 4,28 + 0,01; 4,68 + 0,01; 4,15 + 0,01, respectivamente. No tempo
90, as formulacdes armazenadas em temperatura ambiente apresentaram reducéo
significativa (p < 0,05) apenas nas formulacbes NEC e NE1, com pH de 3,97 £ 0,04 e

4,25 + 0,03, respectivamente. Ja em temperatura de geladeira, houve reducéo
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significativa (p < 0,05) de pH em NEC, NE1 e NE2, com valores de 4,12 + 0,01; 4,53
+0,01 e 4,09 £ 0,01. O mesmo ocorreu com as formulacées armazenadas em camara
climatica, que apresentaram valores de pH 3,19 + 0,01; 4,04 + 0,01 e 3,99 + 0,01
referentes as formulag6es NEC, NE1 e NE2, respectivamente.

Observou-se, portanto, que a tendéncia das formulacoes NEC, NE1 e NEZ2,
armazenadas nas trés condi¢cdes de temperatura, foi de reducdo do pH ao longo dos
90 dias de analise. A reducao do pH foi significativa (p < 0,05) ao considerar a variagdo
de pH nas trés formulag6es entre os tempos 0 e 90 dias. Isso pode ser atribuido em
grande parte a presenca do oleato de etila, visto que consiste em um éster acido graxo
formado a partir da condensacéao do acido oleico com etanol. A presenca de agua na
formulacéo pode ter causado reacdes de hidrolise de alguns ésteres de &cidos graxos
derivados do oleato de etila. Isso aumentaria a concentracao de ions hidrogénio (H*)
no meio, diminuindo o pH da formulacéo (162,163).

Apesar de ter havido reducdo de pH, isso ndo deve contribuir para a
desestabilizacdo do sistema, nem colocar em risco a seguranga do paciente. Além
disso, observou-se que as formulagbes com extratos de Brosimum gaudichaudii
apresentaram menor variacao de pH em relacdo a nanoemulsdo sem extrato, quando
armazenadas em temperatura ambiente. Isso indica que os compostos podem ter
oferecido maior estabilidade a formulacdo. Outros parametros de estabilidade,
portanto, ainda precisam ser avaliados.

O potencial zeta, por exemplo, € um dos parametros fundamentais, pois confere
estabilidade fisica ao sistema (143). Na Figura 30 estdo apresentados os resultados
da variacdo de potencial zeta ao longo dos 90 dias de estudo de estabilidade,

considerando as trés condi¢cOes de temperatura e as trés formulagdes desenvolvidas.
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Figura 30. Variagdo de potencial zeta das formulagées NEC, NE1 e NE2 nos tempos 0, 7, 15, 30 e 90
dias nas trés diferentes condi¢cBes de temperatura: Ambiente (25°C + 2°C), Geladeira (4°C £ 2°C) e
Cémara climatica (40°C + 2°C). Os dados sdo médias de 3 repeticbes + desvio padrdo. NEC:
Nanoemulsdo Controle; NE1: Nanoemulsdo contendo extrato do pé da raiz comercial de Brosimum
gaudichaudii; NE2: Nanoemulsdo contendo extrato da casca da raiz coletada de Brosimum
gaudichaudii.

As formulacbes armazenadas em temperatura ambiente ndo apresentaram
variacdes significativas (p > 0,05) de potencial zeta ao longo de todo o periodo de
estudo de estabilidade. Em temperatura de geladeira, houve variacao significativa (p
< 0,05) no tempo 30 para a formulacdo NEC, com potencial zeta de -20,1 £ 1,1 mV.
Ainda em temperatura de geladeira, no tempo 60 dias, houve aumento significativo (p
< 0,05) do potencial zeta nas trés formulacées NEC, NE1 e NE2, com -18,4 £ 0,2 mV;
-21,3 £ 0,1 mV e -26,6 £ 5,0 mV, respectivamente. Entretanto, ndo houve mudanca
significativa entre o tempo 0 e o tempo 90 dias, para as formulacbes NEC e NEL1,
considerando as trés condi¢des de temperatura.

Em contraposicdo as outras formulagdes, a NE2 armazenada em camara

climatica apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em todos os tempos de anélise,
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sendo que no tempo 90 dias, houve reducédo consideravel do potencial zeta, de cerca
de -10 mV, se comparado ao potencial zeta inicial da amostra.

Com base neste parametro, portanto, a condicdo de armazenamento em
temperatura ambiente foi a que n&o ocasionou alteracdo de potencial zeta em
nenhuma das formulacdes avaliadas. Além disso, para as outras condi¢cdes de
armazenamento avaliadas, apesar das alteracbes ocorridas neste parametro,
observou-se que todos os valores obtidos se mantiveram negativos e com um valor
superior a 10 mV em médulo. O potencial negativo é atribuido majoritariamente aos
tensoativos utilizados na formulacdo. Ha ainda uma relacdo direta entre o pH e 0
potencial zeta de sistemas dispersos, de forma que o decréscimo no pH tende a
reduzir o potencial zeta do produto (164).

Essa carga superficial negativa das goticulas que foi mantida durante os 90
dias de experimento, independente da condicdo de armazenamento e apesar das
variacfes, deve conferir estabilidade fisica as formula¢des, uma vez que impede a
aproximacdo entre as goticulas, que costumam resultar em fusdo para posterior

separacao de fases.

4.4.2 Tamanho das goticulas e PDI

O tamanho de goticula relaciona-se diretamente com as propriedades da
formulacéo, e torna-se parametro fundamental para garantir a estabilidade. Mudancas
relevantes no tamanho das goticulas podem significar agregacédo ou coalescéncia,
gerando instabilidade no sistema, resultando inclusive em separacédo entre as fases
(165).

A Figura 31 apresenta a variagdo de tamanho medio de goticula das
formulacBes NEC, NE1 e NE2, durante andlise de estabilidade de 90 dias, nas trés

condicoes climaticas: ambiente, geladeira e cAmara climatica.
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Figura 31. Representac¢éo gréafica da variacdo de tamanho de goticula (nm) das formulagcdes NEC, NE1
e NE2 nos tempos 0, 7, 15, 30 e 90 dias nas trés diferentes condi¢es de temperatura: Ambiente (25°C
+ 2°C), Geladeira (4°C + 2°C) e Camara climética (40°C + 2°C). Os dados sdo médias de 3 repeticdes
+ desvio padréo. NEC: Nanoemulsdo Controle; NE1: Nanoemuls@o contendo extrato do pé da raiz
comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2: Nanoemulsédo contendo extrato da casca da raiz coletada
de Brosimum gaudichaudii.

No tempo 0, as formulacbes NEC e NE1 apresentaram tamanho médio de
goticula maior (p < 0,05) que a NE2, com 141,4 + 4,37 nm, 139,3+ 11,79 nm e 110,4
+ 2,31 nm, respectivamente. Essa diferenca se manteve ao longo dos 90 dias de
estudo, na condicdo de armazenamento em geladeira. Em temperatura ambiente,
também houve aumento significativo (p > 0,05) do tamanho de goticulas na NE2 ao
longo do estudo.

Ja as goticulas das formulacfes NE1 e NE2 armazenadas em camara climatica
aumentaram de diametro de forma significativa (p < 0,05) entre o tempo 0 e 90 dias.
Essa diferenca era esperada, uma vez que o aumento da temperatura normalmente
favorece a agregacao entre as goticulas, provocando coalescéncia (166,167).

Os processos de instabilidade como agregacdo ou coalescéncia também

podem provocar variagcbes nos valores de PDI das formulagdes. Valores altos e
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formacdo de populacdes distintas de particulas com diametros que nao existiam
inicialmente sado resultados desses processos (161).

Os valores de PDI obtidos a partir do estudo de estabilidade estao
representados na Figura 32.
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Figura 32. Representagdo gréfica da variagdo do PDI das formulacdes NEC, NE1 e NE2 nos tempos
0, 7, 15, 30 e 90 dias nas trés diferentes condi¢bes de temperatura: Ambiente (25°C £ 2°C), Geladeira
(4°C % 2°C) e Camara climatica (40°C + 2°C). Os dados sdo médias de 3 repeti¢cdes + desvio padréo.
NEC: Nanoemulsdo Controle; NE1: Nanoemulsdo contendo extrato do p6é da raiz comercial de
Brosimum gaudichaudii; NE2: Nanoemulsdo contendo extrato da casca da raiz coletada de Brosimum
gaudichaudii.

No tempo 0, as formulagbes NEC, NE1 e NE2 tiveram PDI de 0,09 + 0,03, 0,16
+ 0,03 e 0,13 = 0,01, respectivamente. Ao longo do estudo, houve variacdo entre a
distribuicdo dos didmetros das goticulas das nanoemulsdes; contudo, no tempo 90
dias, a variacdo foi significativa (p < 0,05) apenas nas formulacbes NE1 e NE2
armazenadas em camara climatica, com PDIs chegando a 0,31 £ 0,04 e 0,28 + 0,02.
Essa alteracdo ja esperada ao considerar-se a alteracao significativa que também
houve no didametro médio das goticulas das formula¢cdes armazenadas nesta mesma
condicdo. Isso indica instabilidade fisica das formulacbes a esta temperatura mais

drastica.
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Cabe ressaltar que diferente de NE1 e NE2, entre as formulacdes armazenadas
na camara climatica, a NEC teve maior homogeneidade entre as goticulas (p < 0,05),
com PDI mantido a 0,12 + 0,07. Essa maior estabilidade pode ser atribuida pela
auséncia de outros compostos advindos de extratos, como em NE1 e NE2.

Com base nos parametros avaliados até aqui, portanto, as trés formulacdes
demonstraram possuir estabilidade fisica durante os 90 dias estudados, quando
armazenadas em temperatura ambiente ou temperatura de geladeira. O estudo
também apontou que o armazenamento das formulagdes em temperaturas drasticas,

muito acima da ambiente, pode causar desestabilizacdo dos sistemas
nanoemulsionados.

4.4.3 Analise do teor de bergapteno e psoraleno nas nanoemulsdes NE1 e
NE2
A avalicio de teor dos compostos bergapteno e psoraleno também foi
conduzida ao longo dos 90 dias de estudo de estabilidade por meio de quantificagéo
de amostras por CLAE para verificacao da estabilidade quimica das formulagées.
A Figura 33 mostra as analises realizadas no estudo nas trés condicdes de
temperatura para a formulacdo NE1. As amostras foram analisadas em porcentagem

de decaimento de teor, e por isso, partiu-se de 100% no tempo 0 dias.
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Figura 33. Gréficos da variacéo de teor (%) de (A) Bergapteno e (B) Psoraleno da formulagdo NE1 nos
tempos 0, 7, 15, 30 e 90 dias nas trés diferentes condi¢cdes de temperatura: Ambiente - 25°C + 2°C;
Geladeira - 4°C + 2°C e Camara climatica - 40°C + 2°C. NE1: Nanoemulsdo contendo extrato do p6 da
raiz comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2: Nanoemulsdo contendo extrato da casca da raiz
coletada de Brosimum gaudichaudii.

De acordo com a literatura, o teor pode sofrer uma variacado durante o periodo

de estabilidade de até 10% em relacdo ao dosado inicialmente (131,133,168). Dessa
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forma, a partir do momento em que for detectado alteracdo acima do estabelecido,
considera-se que hé instabilidade na formulacéo.

Para a formulagdo NE1 (Figura 33), houve decaimento significativo (p < 0,05)
de teor, de aproximadamente 20%, tanto do bergapteno quanto do psoraleno,
considerando as trés condi¢des de temperatura no tempo 30 dias. ApOs esse periodo,
foi observado um aumento do teor dos dois ativos. Contudo, essa alteracao final foi
significativa e maior que 10% apenas apos 90 dias para o psoraleno proveniente da
formulagédo armazenada em geladeira.

A Figura 34 a seguir mostra as andlises realizadas no estudo nas trés condicdes
de temperatura para a formulacdo NE2. Aqui também as amostras foram analisadas
em porcentagem de decaimento de teor, e por isso, partiu-se de 100% no tempo O
dias.
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Figura 34. Gréficos da variacéo de teor (%) de (A) Bergapteno e (B) Psoraleno da formulagdo NE2 nos
tempos 0, 7, 15, 30 e 90 dias nas trés diferentes condi¢cdes de temperatura: Ambiente - 25°C + 2°C;
Geladeira - 4°C £ 2°C e Camara climatica - 40°C + 2°C. NE1: Nanoemulsdo contendo extrato do pé da
raiz comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2: Nanoemulsdo contendo extrato da casca da raiz
coletada de Brosimum gaudichaudii.

A formulagcéo NE2 (Figura 34) comecou a apresentar alteracao do teor a partir
do tempo 60 dias, nas trés condi¢cdes de temperatura. Diferente do que houve em
NE1, o psoraleno e o bergapteno oriundos da NE2 sofreram aumento significativo (p
< 0,05) da concentragéo em relagcao ao tempo inicial, com aumento de 30 a 40% em
relacdo ao tempo inicial apés os 90 dias.

Esses aumentos de teor observados para as duas formulacbes devem estar
relacionados a uma perda da agua presente na formulacdo, o que leva a uma
concentracéo dos ativos (168). Assim, com base nos dados, pode-se afirmar que a

estabilidade quimica das formulacdes pode ser garantida por apenas 15 dias para a
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NE1l e por 60 dias para a NE2. No entanto, a realizacdo de um novo estudo
promovendo-se uma melhor vedacdo e pesagem dos frascos contendo as
formulagBes podera fornecer resultados mais animadores de estabilidade quimica das

formulagoes.

4.5 Estudos in vitro de permeacdo cutanea dos marcadores a partir das
nanoemulsdes

Para realizacédo dos estudos de permeacao cutanea, o teor de bergapteno e
psoraleno dos controles CT1 e CT2, bem como das NEs NE1 e NE2 foram
guantificados. Com a finalidade de estabelecer uma comparacéao fidedigna entre os
controles e as formulagdes, o teor de cada controle com sua respectiva formulagao foi
calculado com base em estimativas de analise por CLAE antes do preparo. Como
pode ser observado na tabela a seguir, os resultados foram bem préximos entre as

nanoemulsdes e os controles correspondentes.

Tabela 11. Concentracdes estimadas de bergapteno e psoraleno das formulagdes
aplicadas, obtidas a partir de analise por CLAE dos controles CT1, CT2 e das

nanoemulsdes NE1 e NE2.

Concentracao (pg/mL)

Composto Bergapteno Psoraleno
CT1 504,70 + 6,08 1720,57 £ 17,10
NE1 555,31 + 8,50 1658,66 + 10,01
CT2 1947,04 + 13,09 304,67 £ 8,24
NE2 1925,68 + 12,43 437,92 + 9,07

Nota: Os dados sdo médias de 3 determinaces + desvio padrdo. CT1 e CT2 =50% EXT1/EXT2 e 50%
agua NE1 = Nanoemulsao contendo extrato do p6 da raiz comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2 =
Nanoemulséo contendo extrato da casca da raiz coletada de Brosimum gaudichaudii.

Os estudos in vitro de permeacao cutanea utilizando pele de orelha de suino
foram realizados por um periodo de 24 horas. ApoOs esse periodo, o bergapteno e o
psoraleno que penetraram a pele ou que atingiram o meio receptor das células de
difusdo foram recuperados e quantificados. Os resultados estdo representados na

Figura 35 e na tabela
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Figura 35. Porcentagens de bergapteno e psoraleno recuperadas apés estudos de permeacéo de 24
horas a partir das formulages controle (50% EXT1/EXT2 e 50% agua) CT1, CT2, NE1 e NE2: (A)
Porcentagem recuperada da solucdo receptora e (B) porcentagem recuperada da pele. NE1 =
Nanoemulsédo do extrato etanélico (1:20 p/v) da da raiz em p6 comercial de Brosimum gaudichaudi;
NE2 = Nanoemulsdo do extrato etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii.



68

Tabela 12. Quantidade estimada de bergapteno e psoraleno em relacdo as
concentracdes iniciais aplicadas na pele, dos controles CT1, CT2 e das nanoemulsdes
NE1 e NEZ2, por CLAE.

Concentragao Concentragao
Furanocumarina Formulacdo permeada solucgéo recuperada pele
receptora (ug/mL) (rg/mL)

CT1 233,09 + 14,46 40,26 + 11,02

Bergapteno NE1 26,02 £ 2,57 143,47 + 10,87
(ng/mL) CT2 636,52 + 3,42 85,57 + 5,68
NE2 122,32 + 5,38 122,50 + 7,47

CT1 730,94 £ 13,90 56,55+ 18,84
Psoraleno NE1 21,09 £ 1,53 60,91 £ 6,10
(ng/mL) CT2 107,80 + 17,32 32,84 + 3,43
NE2 65,96 + 6,19 38,14 + 4,68

Nota: Os dados sdo médias de 3 determinacgdes + desvio padrdo. CT1 e CT2 =50% EXT1/EXT2 e 50%
agua NE1 = Nanoemulsdo contendo extrato do p6 da raiz comercial de Brosimum gaudichaudii; NE2 =
Nanoemulséo contendo extrato da casca da raiz coletada de Brosimum gaudichaudii.

Tanto o bergapteno quanto o psoraleno apresentam-se como substancias
apolares (Log P bergapteno = 2,12 € Log P psorateno = 1,67). Essa caracteristica confere as
substancias boa interacdo com o estrato cérneo. Apresentam também um peso
molecular baixo (Bergapteno = 216,192 g/mol; psoraleno = 186,16 g/mol) (169,170),
o que deve resultar em um coeficiente de difuséo facilitado através da pele. Assim, o
principal impacto esperado para as hanoemulsdes sobre a permeacao dos principios
ativos dos extratos foi no sentido de reduzir o transporte desses ativos atraves da pele,
0 que poderia significar uma exposicao sistémica desnecessaria, ou até mesmo uma
absorcdo cutdnea desses ativos em concentracfes acima da necessaria para
desempenhar suas atividades melanogénicas na pele. Considerando que esses
compostos possuem certa toxicidade em altas concentracdes, como sera mostrado
no item a seguir, um controle na permeacdo dos extratos e concentracao de seus
marcadores na pele seria adequado ao tratamento em termos de seguranca (171).

De fato, na Figura 35A pode ser verificado que ambas as formulacdes foram
capazes de reduzir significativamente as porcentagens tanto de bergapteno quanto
de psoraleno que atravessaram os tecidos cutaneos e atingiram a solugao receptora.
Para a NE1, essa reducao foi de 12 vezes para o bergapteno e de 11 vezes para o
psoraleno em relacdo ao CT1l, que era composto apenas de uma solucao

hidroetandlica do EXT1. Ja para a NE2, a reducao de permeacéo foi de 5 vezes para
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0 bergapteno e de 2 vezes para o psoraleno em relacdo a formulacdo controle CT2.
Todas essas diferencas foram estatisticamente significativas (p < 0,05).

Com referéncia a retencéo dos principios ativos na pele total, a NE1 promoveu
uma reducéo de aproximadamente 2 vezes na quantidade de bergapteno retido na
pele e uma retencdo de psoraleno na pele estatisticamente igual (p > 0,05) ao
promovido pelo controle CT1. Ja a NE2 nado teve um efeito de retencédo diferente
estatisticamente de bergapteno ou psoraleno em relagéo ao CT2.

A reducao da taxa de liberacdo dos ativos a partir das nanoemulsdes pode ser
explicada tanto pelos extratos estarem concentrados na fase interna oleosa da
emulsdo, de modo que sua liberacdo para a fase externa aquosa demanda um certo
tempo, quanto com o fato de o potencial zeta das nanogoticulas das nanoemulsées
serem de carga semelhante as cargas da superficie da pele, ou seja, negativa (172—
174). Essa repulsdo de cargas, de certa forma, dificulta a interagcdo entre as
nanogoticulas e o estrato cérneo, reduzindo a permeacao dos ativos.

Nesse contexto, como foi mencionado anteriormente, a baixa permeacéo das
substancias na pele, provocada em parte pela composi¢cdo das nanoemulsdes, €
interessante para o tratamento do vitiligo, considerando que a absorc¢éo sistémica de
psoralenos pode ocasionar efeitos toxicos e até carcinogénicos (175). Cabe ressaltar
gue para o preparo das nanoemulsées, o etanol utilizado nos extratos foi evaporado,
0 que pode também ter contribuido para a menor permeacdo dos compostos, tendo
em vista que solventes como o etanol atuam como promotores de absorcao cutanea
(176). Isso explica a alta permeacédo conferida pelos extratos hidroalcodlicos usados
como controle (CT1 e CT2) em relacdo as nanoemulsdes. Um estudo anteriormente
publicado, por exemplo (177), mostrou que o efeito do bergapteno diluido em acetona
(solvente de rapida evaporacao) foi de alta absorcéo transdérmica do ativo (58,4 +
11,8% da dose inicial) na pele de macacos rhesus e a detecgao de bergapteno foi
realizada pela coleta da urina do animal durante 7 dias, mostrando o efeito toxico de
uma formulag&o contendo solvente organico.

As formulacdes desenvolvidas nesse trabalho, portanto, além de serem
estaveis e possuirem um aspecto fisico e caracteristicas organolépticas adequadas
para uma aplicagéo topica e serem livres de solventes organicos, foram capazes de
concentrar a liberacdo dos principios ativos para a pele, impedindo sua rapida
absorcdo sistémica, 0 que poderia causar um impacto negativo na seguranca do

tratamento do vitiligo.
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4.6 Ensaios invitro em cultura celular de melandécitos e queratinécitos com
EXT1 e EXT2

4.6.1 Efeito dos extratos sobre a viabilidade celular de melandcitos e

queratindcitos

O primeiro teste bioldgico a ser realizado foi o de viabilidade celular, também
conhecido como teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2)-2,5-difenil-
tetrazélio). O ensaio é colorimétrico e baseia-se na conversao do reagente MTT, sal
de coloracdo amarela e soluvel em agua, em um composto de coloracao roxa,
insolivel em agua (Figura 36). As células metabolicamente viaveis possuem
desidrogenases mitocondriais, que clivam o anel de tetrazolio e geram formazan (E,Z-
1-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-1,3-difenilformazan). Dessa forma, a reducdo do MTT a
formazan é proporcional a atividade de mitocondrias e a viabilidade celular. A
intensidade da coloracéo roxa € entéo diretamente proporcional ao nimero de células,

e consequentemente a viabilidade celular (134,178).
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Figura 36. Estruturas do processo de redugdo do MTT (cor amarela), com formac¢do do produto
Formazan (cor roxo).

Com a finalidade de estimar a concentracdo de bergapteno e psoraleno em 100
uL de extrato para os ensaios in vitro descritos adiante, foi realizada analise por CLAE.

Os resultados encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 13. Concentracdo estimada de bergapteno e psoraleno obtida a partir de

analise por CLAE dos extratos etandlicos EXT1 e EXT2.

Concentragao pHg/mL
Cumarina Bergapteno Psoraleno
Padrao 1,0 £0,02 3,0+0,05

EXT1 1:100 4439+2,99 147,98 +11,83
EXT21:300 393,58 +15,34 56,42 +0,34

Os dados sdo médias de 3 determinacdes + desvio padrao.

A Figura 37 apresenta os dados referentes a viabilidade de melandcitos e
gueratindcitos tratados com tanto com os extratos EXT1, EXT1, bem como com os

padrdes de bergapteno e psoraleno.
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Figura 37. Porcentagem de viabilidade celular apds tratamentos com EXT1 (3,83 + 0,06 uM de
bergapteno e 10,99 + 0,28 uM de psoraleno), EXT2 (12,79 £ 0,25 uM de bergapteno e 3,15 + 0,01 uM
de psoraleno), bergapteno a 0,02 + 0,01 uM e psoraleno a 0,05 £ 0,03 uM em: (A) Melanécitos (B)
Queratinécitos. Os dados representam médias de 3 determinacdes + desvio-padrdo. (*) P < 0,05.
Controle = células + meio DMEM; EXT1 = Extrato etanélico (1:20 p/v) da da raiz em p6 comercial de
Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum
gaudichaudii.

E possivel observar que o controle reduziu cerca de 33% a viabilidade dos
melandcitos. E em relagdo ao controle, nos grupos tratados a viabilidade foi de
aproximadamente 70%, com excecdo do EXT2, que apresentou viabilidade proxima a
50%. Nos experimentos com queratinécitos, a Unica diferenca estatistica significativa

entre 0s grupos ocorreu entre 0s grupos tratados com psoraleno e EXT2, onde o
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extrato foi capaz de provocar maior reducdo da viabilidade. Porém, em relacdo ao
controle, os dois extratos todos reduziram de forma significativa (cerca de 10%) a
viabilidade. Embora os testes tenham sido conduzidos com os ativos em etanol,
estudos realizados com linhagens de queratindcitos demonstram que esse solvente é
bem tolerado pelas células (181).

Outros estudos descritos na literatura também destacam a toxicidade in vitro
dose e tempo dependentes do psoraleno e bergapteno frente a melandcitos (182,183).
Em estudos realizados por Pozetti (2005) (184) por exemplo, a concentracdo de
extrato etandlico que causou efeitos hepatotoxicos foi de 50 mg/mL, bastante superior
em relacdo as concentracdes utilizadas neste estudo. Este ensaio, portanto, mostrou
ambos os extratos exibiram certa citotoxicidade, principalmente frente a linhagem de
melandcitos, que é alvo do tratamento contra o vitiligo (78,185,186).

Contudo, segundo a literatura, os efeitos toxicos ocorrem em concentracdes de
até 1000 vezes (em miligramas por mililitro) maiores que as utilizadas neste estudo
(em microgramas por mililitro) (14,103,104), o que indica que 0s extratos podem
oferecer segurancga no tratamento do vitiligo. Ainda assim, os resultados mostram que
o bergapteno e o psoraleno devem ser administrados em doses controladas, o que
justifica 0 uso das nanoemulsées, que foram capazes de controlar a absorcédo dos

principios ativos.

4.6.2 Efeito dos extratos sobre a proliferacdo de melandcitos e queratindcitos
Trés classes de mediadores quimicos estdo envolvidos com o estimulo da
migracéo e proliferacdo melanocitica: fatores de crescimento de receptores de tirosina
quinase, como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF); fator de
transformacao de crescimento alfa (TGF-a), leucotrienos LTD4 e LTC4; e proteina-G
acoplada com receptor de fator de crescimento como endotelina-1 (187).
Fisiologicamente, a homeostase determina se a célula permanece quiescente,
prolifera, diferencia, ou entra em apoptose (6). Na infancia, ha uma necessidade
continua de estimular a proliferacdo de melandcitos, pois isso mantém um equilibrio
com 0s queratinocitos basais. A exposicdo solar e o processo de cicatrizacdo apos
ferimentos sé@o estimulos para a proliferacéo e migragdo de melanécitos (188—190).
Para proliferar na pele humana, os melandcitos necessitam se dissociar da
membrana basal e dos queratinécitos, retrair seus dendritos, dividir e migrar pela

membrana basal. Durante a vida adulta, a densidade de melandcitos (nUmero de
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células por area de pele) tende a diminuir progressivamente a cada década, embora
nao haja prejuizo na sintese de melanina (189,191,192).

As Figuras 38 e 39 referem-se aos resultados obtidos dos ensaios de
proliferacdo celular dos melandcitos e queratindcitos tratados com bergapteno;
psoraleno; EXT1 ou EXT2.
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Figura 38. Proliferacdo dos melandcitos tratados com psoraleno, bergapteno, EXT1 ou EXT2, apés 1,
2 e 3 dias, em porcentagem. Os dados representam médias de 3 determinacdes + desvio-padrao. (*) P
< 0,05. Controle = células + meio DMEM; EXT1 = Extrato etanélico (1:20 p/v) da da raiz em p6 comercial
de Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum
gaudichaudii.
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Figura 39. Proliferacdo dos queratindcitos tratados com psoraleno, bergapteno, EXT1 ou EXT2 apos
1, 2 e 3 dias, em porcentagem. Os dados representam médias de 3 determinacfes * desvio-padréao.
(*) P < 0,05. Controle = células + meio KSFM; EXT1 = Extrato etandlico (1:20 p/v) da da raiz em p6
comercial de Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum
gaudichaudii.



74

Quanto maior a proliferacdo, maior o nimero de mitocondrias provenientes das
células. Dessa forma, se o tratamento das células com os compostos causar a morte
celular, esse fendmeno pode ser observado por meio do decréscimo da proliferagéo
das células (178). Nos melandcitos (Figura 38), é possivel observar que em todos os
grupos tratados, apesar da toxicidade inicial, os extratos e os padrdes levaram a
sobrevivéncia das células ao longo do periodo de ensaio.

O potencial antiproliferativo de extratos hidroalcdlicos de Brosimum
gaudichaudii, Dorstenia brasiliensis e dos padrdes psoraleno, bergapteno e 8-MOP
(combinados ou ndo com UVA) também foi verificado em estudos anteriormente
publicados realizados por Quevedo (2011) (2011) (193,194).

Nos ensaios com 0s queratindcitos (Figura 39), notou-se que no primeiro dia,
em comparacao ao controle, houve reducao significativa de aproximadamente 26%
da proliferacdo apenas no grupo tratado com EXT1. Ja no dia 2, a proliferacédo
aumentou cerca de 20% em relacdo ao primeiro dia, em todos 0s grupos tratados.

No dia 3, somente nas células tratadas com o psoraleno houve reducdo
significativa da proliferagéo (cerca de 20%), em comparacao ao controle. Nos grupos
tratados com os extratos e com o bergapteno, ndo houve diferenca significativa na

proliferacéo de queratinécitos em relacdo ao controle.

4.6.3 Efeito dos extratos sobre a migracédo celular

A divisdo celular dos melandécitos provavelmente comeca com a estimulacao
(upregulation) de fatores de crescimento produzidos por fibroblastos ou queratindcitos,
gue levam a modulacao negativa (downregulation) de caderinas e a dissociacdo de
melandcitos dos queratinécitos (195-197).

A mitogénese € impulsionada por outros fatores de crescimento da derme ou
da epiderme. Para manter uma relacdo de equilibrio com os queratindcitos, os
melandcitos devem completar um ciclo de migragédo para reposicionamento, fixagéo
na membrana basal, reacoplamento a queratindcitos e extensdo dendritica nas
camadas superiores da célula. O controle de crescimento é realizado pelos
queratinécitos e completa o ciclo homeostatico de formacdo das unidades melano-
epidérmicas (198,199).

Para determinar o tempo e a intensidade de migracdo dos melandcitos para
area cortada, os ensaios de arranhadura foram analisados em diferentes tempos de

cultura: 0 h, 24 h e 48 h. A Figura 40 ilustra o efeito dos tratamentos com 0s extratos
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a migracdo dos melandcitos para a area de arranhadura da placa nos tempos de
cultura determinados. Os pontos em amarelo representam as células que migraram,
marcadas pelo programa Image J. Mesmo apés 48 h, ndo houve migracdo de
melandcitos suficiente para cobrir completamente a &rea de arranhadura, em nenhum

dos grupos tratados.
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Figura 40. Ensaio de migracdo dos melandcitos tratados com o controle; com os extratos EXT1 e EXT2
e com os padrbes bergapteno e psoraleno. Tempos: Oh, apos 24h e apds 48h. Contagem das células
gue migraram para a arranhadura pelo programa Image J. Controle = células + meio de cultura; EXT1
= Extrato etandlico (1:20 p/v) da da raiz em p6 comercial de Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato
etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii.

J& a Figura 41 representa a analise quantitativa do ensaio de migragdo dos

melandcitos tratados com os extratos e com os padrdes, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h.
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Figura 41. Analise quantitativa dos efeitos dos extratos EXT1 e EXT2 e dos padrdes bergapteno e
psoraleno na migracdo dos melandcitos. Tempos: Oh, apds 24h e apds 48h. Os dados representam
médias de 3 determinacdes + desvio-padrdo. (*) P < 0,05. Controle = células + meio de cultura; EXT1
= Extrato etandlico (1:20 p/v) da da raiz em p6 comercial de Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato
etandlico (1:10 p/v) da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii.

Como pode ser observado na Figura 41, no tempo 0 h, ndo houve diferenca na
contagem de células entre os grupos tratados e néo tratados. Ja apos 24 h, no grupo
do controle positivo, aproximadamente 500 células migraram para a area de
arranhadura e apés 48 h, cerca de 700 células. Em relacdo a esse controle, nos
grupos tratados com os padrbes psoraleno e bergapteno, houve padrao de migracao
estatisticamente inferior.

O grupo tratado com o EXT1 apresentou migracao celular ao nivel do controle
positivo, e maior do que o padrao psoraleno. JA& o EXT2 demonstrou melhor
capacidade de estimular a migracdo dos melandcitos em relacdo a todos os outros
grupos, tanto em 24 h quanto apés 48 h.

Considerando a auséncia ou prejuizo da funcdo de melandcitos no vitiligo,
estimular a proliferacdo e migracdo dos melandcitos das regifes adjacentes para o
local da mancha é alvo da terapia de repigmentacéo (46,78,185,186,200). Nesse
sentido, os extratos demonstraram potencial em estimular a migracdo das células,
mostrando-se promissores para a terapia de repigmentacéo no vitiligo.

Wu et al. (2007) (197) analisaram os efeitos de PUVA em linhagens humanas
de melandcitos. Aplicaram nas células solucdo de 8-MOP em meio de cultura MCDB
153 na concentracdo 0,5 uM e apos incubacéao, as células foram expostas a irradiacao
UVA ou NB-UVB. Os resultados indicaram que o tratamento com PUVA né&o foi capaz

de estimular a proliferacdo e nem a migracdo de maneira significativa. No entanto, o
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tratamento criou uma supressdo imunoldgica e um ambiente favoravel para o
crescimento de melandcitos em pacientes com vitiligo, o que pode ser vantajoso para
abrandar a destruicdo dessas células.

A Figura 42 estd ilustrado o efeito dos tratamentos com 0s extratos a migragdo
dos queratindcitos para a area de arranhadura da placa nos tempos de cultura
determinados. Em 24 h, os queratindcitos tratados com os extratos ou com os padrées
migraram de forma a fechar a &rea cortada, em todos os grupos tratados. Assim, a

migragdo dos queratindcitos foi mais intensa que a migracdo dos melandcitos.
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Figura 42. Migracdo dos queratindcitos tratados com o controle; com os extratos EXT1 e EXT2 e com
os padrdes bergapteno e psoraleno. Tempos: Oh e ap6s 24h. Contagem das células que migraram para
a arranhadura pelo programa Image J. Controle = células + meio de cultura; EXT1 = Extrato etandlico
(2:20 p/v) da da raiz em p6 comercial de Brosimum gaudichaudii; EXT2 = Extrato etandlico (1:10 p/v)
da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii.

De forma quantitativa, ndo houve diferenca significativa na migracdo dos
gueratinécitos entre 0s grupos tratados (Figura 43). Embora os grupos tenham
apresentado migracéo inferior ao controle positivo, todos mostraram capacidade

semelhante de estimular a migracéo dos queratinocitos apos 24 h. O ensaio mostrou
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gue os extratos e os padrdes estimularam a migracdo das células caracteristicas da

pele.
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Figura 43. Analise quantitativa dos efeitos dos extratos EXT1 e EXT2 e dos padrdes bergapteno e
psoraleno na migracdo queratindcitos. Os dados representam médias de 3 determina¢des + desvio-
padrao. (*) P < 0,05.

Resultados positivos na migracdo também foram encontrados por Anbar et al.
(2012) (201) que avaliaram o efeito da terapia PUVA nos melandcitos e queratindcitos.
O estudo foi realizado com pacientes com vitiligo, por andlise histopatologica das
areas perilesionais antes ap0s 12 meses de tratamento. O tratamento permitiu a
migracdo de melandcitos e queratindcitos ativos nas areas lesionadas. Além disso,
houve reducéo da atividade degenerativa nos dois tipos de células.

O crescimento e migracao dos queratindcitos é de extrema importancia para
atividade melanogénica, pois essas células estdo envolvidas no controle do
crescimento e atividade dos melandcitos (190,202). Além disso, as unidades melano-
epidérmicas formadas pelos melandcitos e queratindcitos sdo formadas durante

processos de migracao das células (198,199).

4.7 Ensaio in vitro do potencial irritativo das nanoemulsdes (HET-CAM)

As nanoemulsdes possuem em sua composi¢ao tensoativos que podem causar
irritacéo na pele (203). Tendo a observacao de atividade antiproliferativa dos extratos
nos melandcitos, foi realizado ensaio HET-CAM para avaliar potencial irritativo das
formulacdes. Esse teste permite predizer se as nhanoemulsdes podem causar alguma

toxicidade para a pele.
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O teste HET-CAM € um ensaio bastante empregado para avaliar o potencial de
irritabilidade de formulacdes para administracdo ocular (204-206). Seu uso, no
entanto, também pode ser estendido para avaliar a irritacdo de formulacdes para uso
topico como alternativa ao teste de Draize (207), que necessita da aprovagcdo do
comité de ética em pesquisa no uso de animais. Apesar de ter a desvantagem de ser
pouco sensivel para classificar substancias que sdo moderadamente irritantes, o HET-
CAM é um ensaio bastante eficiente na deteccdo de irritabilidade de substancias
irritantes (208,209).

Na Figura 44 estdo apresentados os resultados do ensaio HET-CAM para
caracterizacdo do potencial irritante das nanoemulsdo desenvolvidas. As fotografias
das membranas foram tiradas durante 30 s, 2 e 5 min ap0s exposicdo as amostras.
Para a correta interpretacdo das imagens das formulacdes, faz-se necessério verificar
gue o controle negativo manteve a vasculariza¢do praticamente inalterada quanto ao
calibre dos vasos e coloracdo. Nao houve rompimento de nenhum vaso, nem
extravasamento de sangue. Em contraposicéo, o controle positivo ocasionou todos
esses fendmenos nos primeiros segundos de exposi¢do. Ja as formulacbes NE1 e

NE2, tiveram efeito semelhante ao do controle negativo.

30 segundos 2 minutos 5 minutos

Controle negativo

NE1

Controle positivo

Figura 44. Sequéncia de imagens ilustrando o efeito dos controles positivo (NAOH 1M) e negativo
(NaCl 0,9%), e das nanoemulsdes NE1 e NE2 na membrana apos 30 segundos, 2 minutos e 5 minutos.
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Na Tabela 13 estdo apresentados os indices de irritabilidade e a classificacédo
final das formulacdes. Os resultados foram expressos como a média dos valores

obtidos nos trés ovos analisados para cada formulacéo.

Tabela 14. Classificacdo final das formulagcbes quanto ao seu potencial de

irritabilidade no HET-CAM, de acordo com a escala cumulativa.

Formulacéao testada indice de irritabilidade Classificagao
Controle negativo 0 N&o irritante (NI)
NE1 3 Irritante leve (IL)
NE2 3 Irritante leve (IL)
Controle positivo 19 Irritante severo (IS)

ApoOs 5 minutos de observacdo da membrana corio-alantoide, o indice de
irritabilidade foi de O (controle negativo), 19 (controle positivo), 3 (NE1), e 3 (NE2).
Assim, as duas nanoemulsdes foram classificadas quanto ao potencial como irritantes
leves. Isso significa que foram sutilmente mais irritantes que o soro fisiolégico usado
como controle negativo, mas muito menos irritantes que a solucdo basica utilizada
como controle positivo. Um potencial levemente irritante jA era esperado para as
nanoemulsdes, uma vez que as duas formulagcdes apresentam 40% de tensoativos
(Labrasol® e Plurol® oleique) em sua composigao.

Os resultados obtidos neste teste sdo semelhantes aos descritos na literatura
para outras formulacbes nanoemulsionadas. Por exemplo, nanoemulsées O/A
contendo 6leo de farelo de arroz mostraram leve potencial irritante (210), assim como
nanoemulsdes O/A preparadas com 6leo de curcuma (211). Em ensaios realizados
por Maruno (212), nanoemulsfes formadas com tensoativos derivados de 6leo de
ricino etoxilado em diferentes graus (15, 30, 40 e 54 OE), monooleato de sorbitano e
Oleo de gergelim ou framboesa, também mostraram-se levemente irritantes,
demonstrando seguranca para 0 uso em cosmeéticos.

Muitos autores concordam que 0s tensoativos sdo as substancias com maior
potencial irritativo (203,211,213) nas formula¢cdes e que o potencial irritante varia de
acordo com o numero de grupamentos de oxidos de etileno nas moléculas (214). Aléem
disso, o potencial de irritabilidade parece depender também da concentracdo e da
estrutura dos tensoativos, bem como a composi¢cdo quimica e do pH da formulagéo
(215).
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5 CONCLUSAO

Dois extratos de Brosimum gaudichaudii foram preparados a partir de p6 da
raiz obtido comercialmente e da casca da raiz coletada. Foi validado método analitico
para analise dos ativos bergapteno e o psoraleno por CLAE, a fim de possibilitar a
analise de teor dos ativos dos padrfes isolados, dos extratos e das formulacdes. Além
disso, ap6s a obtencdo dos extratos, ensaios de prospeccdo fitoquimica foram
realizados, e demonstraram pequenas diferencas entre os extratos de cada individuo.

Foram desenvolvidas duas nanoemulsdes contendo extratos etandlicos de
Brosimum gaudichaudii para o tratamento tépico do vitiligo e avaliadas quanto a
estabilidade por 90 dias. Além de serem estaveis, as nanoemulsdes apresentaram
aspecto fisico e caracteristicas organolépticas adequadas para a aplicacdo topica. Os
estudos de permeacédo permitiram observar que as formulacdes foram capazes de
concentrar 0s principios ativos na pele, reduzindo a permeacao atravées desse 6rgao,
0 que poderia causar um impacto negativo na seguranca do tratamento do vitiligo.
Além disso, as duas nanoemulsdes foram classificadas como irritantes leves nos
ensaios de HET-CAM e adequadas para uso topico.

Por fim, os extratos demonstraram certa citotoxicidade em melandcitos e
gueratindécitos, mas estimularam a migracao celular nas duas linhagens.

Os resultados sugerem, portanto, que as nanoemulsbes sao sistemas

promissores aplicacao topica para estimular a melanogénese no tratamento do vitiligo.
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