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RESUMO

As lesdes cutaneas crdnicas, como as ulceras diabéticas, representam um desafio clinico
significativo, caracterizado por um estado de inflamacgao persistente € uma resposta imune
desregulada que impede o reparo tecidual. A Libidibia ferrea (Jucd), uma planta da
biodiversidade amazonica, possui compostos fenolicos, como taninos e flavonoides, com
reconhecido potencial anti-inflamatorio e imunomodulador, capazes de atuar sobre as vias que
perpetuam a cronicidade dessas feridas. No entanto, a eficacia topica desses ativos depende de
um sistema de veiculacdo que supere a barreira da pele e garanta sua estabilidade. Este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento e a caracterizagdo fisico-quimica de microemulsdes do
tipo dgua em Oleo (A/O) para a veiculacdo do extrato metandlico de L. ferrea. O extrato foi
caracterizado fitoquimicamente por LC-MS, confirmando a presenca de compostos bioativos.
Foram desenvolvidas formulagdes placebo (MEPLA) e com 10% (ME 10%) e 20% (ME 20%)
de extrato. A caracterizacdo incluiu analises de pH, condutividade, viscosidade, tamanho de
particula (DLS) e potencial zeta. Os resultados demonstraram a formacao de sistemas A/O com
goticulas de tamanho nanométrico (~255 nm para ME 10%) e potencial zeta altamente negativo
(~-70 mV), indicativo de alta estabilidade eletrostatica. A formulagdo ME 10% mostrou-se a
mais promissora, enquanto a ME 20% apresentou instabilidade fisica. Um desafio identificado
foi o pH final 4acido das formulacdes ativas (4,11 para ME 10%), indicando a necessidade de
otimizagdo para garantir a compatibilidade cutdnea. Conclui-se que a microemulsdao ME 10%
¢ um veiculo promissor para a entrega dos compostos imunomoduladores da L. ferrea, e este
estudo estabelece as bases farmacotécnicas essenciais para sua futura otimizagdo e avaliagdo

bioldgica como uma nova alternativa terapéutica.

Palavras-chave: Microemulsdo; Libidibia ferrea; Compostos fenolicos; Cicatrizagdo de

feridas; Diabetes.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Critérios de diagnostico para a diabetes..........cccveeveiieeecieecciieecie e, 16

Figura 2 - Camadas epiderme, derme e hipoderme e estruturas da pele ..................... 19

Figura 3 - Fases da cicatrizagdo e a deposi¢cdo dos componentes da matriz cicatricial ao

1ONZO O TRIMPO ...ttt ettt ettt et e e et e et e esteeeabeesabeenseensaeenseesaseanseensnesnseens 21
Figura 4 - L. ferrea (Mart. ex. Tul.) L.P. QUEIroz.........ccceeevuvieecriieeieeeie e 24
Figura S - Goticulas de microemulsao € nanoemulsao. ..........cccceeeereeercrieerreeesreeennen. 26
Figura 6 - Grupos carboxilicos € hidroXilicos ..........cccceevuierireiiieniiieiienieeieeee e, 37
Figura 7 - {fons mais intensos observado no experimento de LC-MS ..........cc............ 38

Figura 8 - Cromatograma de ions totais (TIC) por espectrometria de massas da fracao

bruta do extrato

Figura 9 - Teste de diluiGa0 .......cocueiiiiiiiiiiriicieeeeceeee e 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Substancias encontradas no extrato bruto de L. ferrea ............ccccveeuuennnen. 36

Tabela 2 - Caracteristicas Organolépticas e Tipo de Microemulsdo das Formulagdes.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A/O - Agua em Oleo.

Alc - Hemoglobina Glicada.

AGE - Acidos Graxos Essenciais.

AGEs - Produtos Finais de Glicagdao Avancada.

AINE - Anti-inflamatorio ndo esteroidal.

AM - Amazonas.

APCI - Tonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica.

CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais.

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.
cP - CentiPoise (unidade de viscosidade).

DAD - Detector de Arranjo de Diodos (Diode-Array Detector).

DAP - Doenga Arterial Periférica.

DF - Distrito Federal.

DLS - Espalhamento de Luz Dindmico (Dynamic Light Scattering).
DM - Diabetes Mellitus.

DM1 - Diabetes Mellitus Tipo 1.

DM2 - Diabetes Mellitus Tipo 2.

DMG - Diabetes Gestacional.

DP - Desvio Padrao.

FAPEAM - Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas.
g/mL - Gramas por mililitro.

Ho - Hipotese Nula.

H. - Hipotese Alternativa.

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High-Performance Liquid
Chromatography).

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.

ICB - Instituto de Ciéncias Biologicas.

IDF - Federacao Internacional de Diabetes.

IFG - Glicose de Jejum Prejudicada (Impaired Fasting Glucose).

IGT - Tolerancia a Glicose Prejudicada (Impaired Glucose Tolerance).
IL-1p - Interleucina-1 beta.

IL-6 - Interleucina-6.

IL-10 - Interleucina-10.

IL-17 - Interleucina-17.

INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.

iNOS+ - Sintase de Oxido Nitrico Induzivel (Inducible Nitric Oxide Synthase).
L. ferrea - Libidibia ferrea (nome cientifico da planta Juca/Pau-ferro).
LC-MS - Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry).

M1 - Fenoétipo de macrofago M1 (pro-inflamatorio).



M2 - Fenoétipo de macrofago M2 (pro-reparador/anti-inflamatdrio).
ME - Microemulsao.

MEC - Matriz Extracelular.

ME 10% - Microemulsao com 10% de extrato.

ME 20% - Microemulsao com 20% de extrato.

MEPLA - Microemulsdo Placebo.

mg/dL - Miligramas por decilitro.

MMPs - Metaloproteases de Matriz.

mmol/L - Milimol por litro.

MS - Espectrometria de Massas (Mass Spectrometry).

MS/MS - Espectrometria de Massas em Tandem (Tandem Mass Spectrometry).
mV - Milivolts.

m/z - Relagdo massa/carga.

NF-kB - Fator Nuclear kappa B.

nm - Nanometros.

NPD - Neuropatia Periférica Diabética.

O/A - Oleo em Agua.

OMS - Organizag¢ao Mundial da Satde.

OPAS - Organizacdo Pan-Americana da Saude.

p/p - Peso por peso.

PDI - indice de Polidispersao.

PDGF - Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (Platelet-Derived Growth Factor).
pH - Potencial Hidrogenionico.

PHMB - Poli-hexametileno biguanida.

POSGRAD - P6s-Graduagao.

ppm - Partes por milhao.

psi - Libras por polegada quadrada (Pounds per Square Inch).
ROS - Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species).
RPM - Rotagdes por Minuto.

SES-AM - Secretaria de Estado de Saide do Amazonas.

SP - Sao Paulo.

SUS - Sistema Unico de Saude.

TGF-p - Fator de Crescimento Transformador beta (7Transforming Growth Factor beta).
Th1 - Linfécito T helper 1.

Th17 - Linfocito T helper 17.

TIC - Cromatograma de fons Totais (7otal Ion Chromatogram).
TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa.

TOTG - Teste Oral de Tolerancia a Glicose.

UDP - Ulceras do Pé Diabético.

UFAM - Universidade Federal do Amazonas.

RA - Microampere.

uS/em - Microsiemens por centimetro



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. JUSTIFICATIVA

4. OBJETIVOS

5. MATERIAIS E METODOS

Transmiténcia e Viscosidade

Potencial Zeta

6. RESULTADOS

Sumario

1. INTRODUCAO

12

15

2.7 DIABETES MELLITUS ..t tttunettuntetueetueeesueeeseseeunsesunssesnsessnseesnsessnssssnssssnsssnnssssessssssessessenneses
2.1.1 Conceito, Diagndstico, Classificagdo e Fisiopatologia ............c.eeueeeveneiinnennnnnnnn.
2.1.2 Prevaléncia do DM no Mundo, no Brasil @ N0 AMazonas.........c.cc.ceiiiininiininenans

2.2 APELE E O PROCESSO DE CICATRIZAGAO CUTANEA ...ivuitiineinieneieeieeneeneeneenesesaenesnernesneenennenns

2.3 DIABETES MELLITUS E O PROCESSO DE CICATRIZAGAO CUTANEA ...cvvuniiieetineetieeenneeenseennssennaees

2.4 TRATAMENTOS PARA LESOES CUTANEAS ... tttuttttietiiettieetaeeteneetnneetnnetnnseennseensseennsernnsennsees

2.5 TERAPIAS CANDIDATAS AO TRATAMENTO PARA LESOES CUTANEAS....cuunttiuetnnreenieetineeennrenneennnees
2.5.7 Produtos NaturaiS: L. FOIT@A .........euueun ittt e e aans

2.5.2 Nanomedicina: Sistema microemulSionado ...........ceeeeeeiiieiiiiiiiiiiiieieiiieieenenenans

4.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS: . unitiiiiiiiei et eeee et et et et et e et e et e e eeneanesnesenesnersernerneanennenns

5.1 TIPOS DE ESTUDOS ... etuettttieieeueteetetuetneetetueenseenetnetaesnstnneensennsensenaensennsenseensennnens
5.2 MATERIAL VEGETAL E OBTENGAO DO EXTRATO METANOLICO DE L. FERREA c.uvevueeereeeeneeenneennnnnns
5.3 CARACTERIZAGAO FITOQUIMICA DO EXTRATO METANOLICO DE L. FERREA «..uveuveneeeeneeneeneeneenennenns
5.3 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGOES DE MICROEMULSAO ..uvvivnenenieenrnerneeneseeeeneneeeeneaneennes
5.4 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES ....cvuuivniiineeieeineenneeieennsenneeneensenneens

5.4.1 Anélises Organolépticas e Determinag¢ao do Tipo de EmMulS80 .........cccccevvueeunnenn.n.

5.4.2 Determinacgéo de pH, Condutividade Elétrica, Densidade, Indice de Refragéo,

5.4.3 Determinagdo do Tamanho Médio de Goticula, Indice de Polidispersao (PDI) e

D D HIPOTESES - ttttietietie et ettt ettt e et et et et eeueeeuatneenneeaasnsannsensannsannsenannssnnsensennsenneens
5.5.T HIpOtESE NUIG (Hy) «eevevveiiiiiiiiiieiiiiii ettt e
5.5.2 Hipotese Alternativa (H;) ......coueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt

6.1 PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO EXTRATO DA L. FERREAPORLC-MS....ccovviviiiiiiiiiinnnn,
6.2 ANALISE POR HPLC-DAD-MS/MS DO EXTRATO DA L. FERREA «.uvueueeneeeeeeneneeeeneneeerienesneneneanens
6.3 CARACTERIZAGAO DAS MICROEMULSOES ...cuituintieretnenererenereeeenesesesnesesesnssssesnssesesnssesnsnsnesnsns

6.3.1 Propriedades Fisico-Quimicas das MiCroemMulSGES.........cc.ceueeueeuieieiiiiiieeieeneennnn.

15
15
17
18
21

22
23
23

27

30

30
30

31



7. DISCUSSAO 41

7.1 PERFIL FITOQUIMICO DO EXTRATO DE L. FERREA E SEU POTENCIAL IMUNOLOGICO......ccvvuereerennnnnennnnn. 41
7.2 DESAFIOS NO DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DAS MICROEMULSOES A/O COM L. FERREA........ 43
7.3 Analise das Propriedades Fisico-Quimicas das Formulagdes Mais Promissoras (MEPLA
B IME T096) e ettt ettt e e et e e et e e e et e e eae et 43

7.4 Implicagbes para a Veiculagdo Tdpica e Modulagdo Imunolégica Cutanea: Potencial e

OtimMiZAGOES INECESSAIIAS . .ceuuieueee ettt tae et et te et et e te et sattts et saanetnsetnsannsannetnsennsannesneannns 44
8. CONCLUSAO 47

9. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS .....ootieiietieiieneienieseeeieseeeneesnenaeennens 49
10.CRONOGRAMA 50
11. EQUIPE DO PROJETO 51

REFERENCIAS 52




1. INTRODUCAO

Aproximadamente 425 milhdes de adultos em todo o mundo vivem com diabetes,
segundo a Federagdo Internacional de Diabetes (IDF), o que corresponde a 8,5% da populagado
mundial. O Brasil ocupa a quarta posi¢ao no ranking mundial de casos dessa doenca, totalizando
mais de 14,3 milhdes de pessoas, com uma prevaléncia estimada de 9,4% da populacao
brasileira (de Negreiros et al., 2021). Na capital do Amazonas, Manaus, a prevaléncia de
Diabetes Mellitus (DM) em 2021 foi de 6,67% entre homens e mulheres adultos (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2021).

Entre as complicagdes locais mais frequentes do DM, destacam-se as lesdes na pele, que
por sua vez, por ser um O0rgdo exposto, esta mais susceptivel a traumas, especialmente nas
extremidades dos membros inferiores, conhecidas como pés diabéticos. Estima-se que 25% das
pessoas com diabetes desenvolverdo, ao longo da vida, pelo menos uma lesdo no pé, sendo que
os custos com saude sao, em média, cinco vezes maiores quando comparados aos casos sem
lesdes (SBCBM, 2019). Soma-se a isso a preocupagdo com a presenca de bactérias resistentes
a antibiodticos, o que dificultam o tratamento das lesdes diabéticas e aumentam o risco de
amputacdes (Blanck, 2014).

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve uma cadeia de eventos complexa,
altamente organizada, que depende de uma cascata coordenada de mecanismos celulares e
bioquimicos. Esse processo ¢ dividido em trés fases principais: inflamatoria, proliferativa e de
maturagdo, que, de forma essencial, promove o reparo tecidual (Childs; Murthy, 2017). No
entanto, quando associado a fatores extrinsecos, como o DM, esse processo torna-se deficiente,
levando a instalacdo de um quadro de inflamagdo patoldgica (Leal; Carvalho, 2014), o que
compromete a transicdo adequada entre as fases da cicatrizagdo, resultando no atraso ou na
falha do reparo tecidual.

Diante desse cenario, um dos maiores desafios para tratamento de lesdes cronicas € o
controle dos fatores que interferem no processo de cicatrizacdo, especialmente a escolha do
tratamento topico mais adequado para cada fase da lesdo (Silva ef al., 2023). Atualmente, ha
diversos tratamentos padronizados amplamente utilizados, cujo objetivo € promover a
restauracao tecidual, tais como acidos graxos essenciais (AGE), hidrogel, gazes umidificadas,
filmes, hidrocoloide, espumas, colagenase, papaina, sulfadiazina de prata (Azevedo et al.,
2015), entre outros, geralmente indicados para as fases iniciais das feridas. Contudo, a maioria

dos curativos modernos disponiveis sao importados e de alto custo, o que reforca a necessidade
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de desenvolver alternativas terapéuticas utilizando matérias-primas locais, vidveis
economicamente, e produzidas com tecnologias simples e de baixo custo (Lima et al., 2012).

Além disso, algumas lesdes cronicas apresentam dificil cicatrizacdo e nao respondem
de forma satisfatoria aos tratamentos convencionais. Nesse contexto, o uso de produtos de
origem vegetal para auxiliar na cicatrizacdo de feridas tem sido amplamente investigado
(Kobayashi et al., 2015). Na Amazonia, a Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz,
popularmente conhecida como pau-ferro, jucd, pau-ferro-verdadeiro, jucaina e pau de juca, ¢
amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento tdpico de feridas e contusdes
(Carvalho, F. G. et al.,, 2016). No Baixo Amazonas, as vagens inteiras do Jucd sdo
frequentemente maceradas em alcool para uso no tratamento de diferentes tipos de lesdes
cutaneas (Américo et al., 2020; Batista et al., 2017; Kobayashi et al., 2015). Além de sua
aplicacdo topica, a L. ferrea também ¢ utilizada na forma de chas e infusdes para o tratamento
de doengas broncopulmonares, diabetes, reumatismo, cancer, distirbios gastrointestinais e
diarreia (Américo et al., 2020; Batista et al., 2017; Carvalho, F. G. et al., 2016).

Diversos estudos tém destacado as propriedades bioldgicas do Jucd, incluindo atividades
anti-inflamatoria, analgésica, anticancerigena, antioxidante e antimicrobiana (Dias et al., 2013;
Oliveira et al., 2014). Essas atividades sdo atribuidas, principalmente, a presenga de compostos
fendlicos, flavonoides e taninos em sua composicao (Américo et al., 2020; Batista et al., 2017,
Carvalho, F. G. et al., 2016; Comandolli-Wyrepkowski et al., 2017). Ressalta-se que, para que
essas substancias possam ser aplicadas clinicamente, € necessario que estejam incorporadas em
formulagdes farmacotécnicas adequadas, que garantam estabilidade, eficacia e seguranga.

Nesse sentido, a nanotecnologia tem se destacado como uma ferramenta promissora no
desenvolvimento de novas formula¢des farmacéuticas, capazes de otimizar a penetragdo dos
principios ativos e potencializar seus efeitos terapéuticos. O uso de tecnologias em escala
nanométrica tem sido cada vez mais adotado nas Ultimas décadas, especialmente em sistemas
de liberacdo controlada de fairmacos (Ragelle et al., 2017). Dentre essas tecnologias, destaca-
se a microemulsdo (ME), um sistema nanoestruturado que tem se mostrado uma alternativa
vidvel para diferentes classes terap€uticas, incluindo anestésicos, antimicrobianos, antivirais e
até bioativos obtidos em plantas medicinais (Figueiredo et al., 2013; Lawrence; Rees, 2012;
Sahu et al., 2015; Tirnaksiz et al., 2012).

Considerando o potencial de cicatrizagdo, anti-inflamatorio e antimicrobiano do Juca,
aliado as vantagens tecnologicas dos sistemas microemulsionados, este estudo pretende

apresentar um produto mais barato e eficaz contra as feridas cronicas das complica¢des da
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Diabetes Mellitus, descrevendo as observagdes macroscopicas € microscopicas provocadas
pelo extrato de L. ferrea, associado a microemulsdo.

Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ investigar a utilizagdo do extrato da L. ferrea
incorporado em sistema de microemulsdo com potencial clinico na cicatrizagdo de feridas. A
proposta contempla tanto os compostos bioativos presentes no extrato, quanto as propriedades
vantajosas do sistema de microemulsdao como veiculo de liberacdo. Espera-se que essa
abordagem contribua significativamente para a saude publica, oferecendo uma alternativa
acessivel e eficiente para o tratamento de feridas cronicas, especialmente as associadas ao
diabetes, com impactos positivos na reducdo do tempo de internagdo, na prevengao de
complicagdes, na aceleragao do processo cicatricial ¢ na melhoria da qualidade de vida dos

pacientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Conceito, Diagnéstico, Classificacio e Fisiopatologia

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ um distarbio metabdlico de etiologia complexa e
multifatorial, cuja principal caracteristica ¢ a hiperglicemia cronica (International Diabetes
Federation., 2021). Essa elevagao dos niveis de glicose no sangue ocorre devido a defeitos na
secrecdo ou na acao da insulina, um hormdnio anabodlico produzido pelas células B do pancreas
(Zajec et al., 2022).

A insulina ¢ fundamental para o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas,
facilitando a captacao de glicose pelas células do corpo para ser convertida em energia. Quando
a produgdo de insulina ¢ insuficiente ou as células se tornam resistentes a sua a¢ao, a glicose
permanece na corrente sanguinea, desencadeando as manifestagdes e complicacdes da doenca
(International Diabetes Federation., 2021).

O diagnostico do DM ¢ estabelecido por meio da identificagdo laboratorial de
hiperglicemia. Para isso, sdo utilizados testes padronizados, incluindo a dosagem da glicemia
plasmatica de jejum, o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), que avalia a resposta do corpo
a uma sobrecarga de glicose, e a medi¢dao da hemoglobina glicada (Alc), que reflete os niveis
médios de glicose nos ultimos trés meses (Cobas ef al., 2023).

A Figura 1 resume os critérios € os valores de corte estabelecidos pela Federacdo
Internacional de Diabetes e outras organizagdes de satde para o diagndstico de diabetes e pré-

diabetes.
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(126 mgrdL)

0
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oral de tolerdncia a glicose (OGTT))
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O jejum é definido como a auséncia de ingestao cal6rica por pelo
menos oito horas.

O teste de HbA1c deve ser realizado em um laboratério que use
um método certificado pelo NGSP e padronizado para o ensaio do
Diabetes Control and Complications Trial.

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA)2
recomenda o diagnéstico de "pré-diabetes"
com valores de HbA1c entre 39 e 47 mmol/mol
(5,7-6,4%) e glicemia de jejum alterada quando
a glicose plasmatica de jejum estiver entre 5,6 e
6,9 mmol/L (100-125 mg/dL).

O teste de glicose plasmaética rés-prandial de duas horas deve ser
realizado com uma carga de glicose contendo o equivalentea75g
de glicose anidra dissolvida em agua.

Na auséncia de sintomas de hiperglicemia, sdo necessarios dois
exames anormais para o diagnéstico de diabetes mellitus.

Figura 1 - Critérios de diagnostico para a diabetes
Fonte: Adaptado do Atlas de Diabetes da Federagdo Internacional de Diabetes, 10% ed., (2021).

A classificacdo do DM ¢ baseada em sua causa subjacente (etiopatogenia). O Diabetes
Mellitus Tipo 1 (DM1) ¢ uma doenga autoimune na qual o sistema imunologico do proprio
individuo ataca e destroi as células B pancreaticas, resultando em uma deficiéncia absoluta na
producdo de insulina (Leslie ef al., 2021).

Por outro lado, o Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) ¢ a forma mais prevalente,
correspondendo a cerca de 90% de todos os casos, e € caracterizado por um quadro duplo de
resisténcia periférica a acdo da insulina e uma disfuncdo progressiva das células B, que nao
conseguem mais compensar essa resisténcia, levando a uma deficiéncia relativa de insulina
(Rodacki et al., 2023).

Outras categorias importantes incluem o Diabetes Gestacional (DMG), que ocorre

durante a gravidez, e tipos especificos de diabetes devido a outras causas, como doengas
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genéticas ou induzidas por medicamentos (American Diabetes Association, 2013; Bertoluci,
2023).

Independentemente do tipo, a fisiopatologia do DM converge para a hiperglicemia
cronica, que € o principal fator para o desenvolvimento das complica¢des de longo prazo da
doenca. A exposicao prolongada das células e tecidos a altos niveis de glicose desencadeia vias
metabolicas danosas, como a formacao de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), o
aumento do estresse oxidativo e a ativagao de vias inflamatorias  (Huijberts; Schaper;
Schalkwijk, 2008).

Essas alteragdes resultam em danos estruturais e funcionais em diversos tecidos,
notadamente nos vasos sanguineos (levando a micro e macroangiopatia) € nos nervos
periféricos (neuropatia), comprometendo a integridade da pele e sua capacidade de regeneracao,
um ponto crucial para a motivacao deste estudo (Khamaisi; Balanson, 2017; Menezes; Fonseca;

Matos, 2022; Minelli et al., 2003).

2.1.2 Prevaléncia do DM no Mundo, no Brasil e no Amazonas

Mundialmente, o Diabetes se tornou um sério problema de satde publica, cujas
previsoes vém sendo superadas a cada nova triagem. Por exemplo, nos anos 2000, a estimativa
global de adultos vivendo com diabetes era de 151 milhdes, no entanto, segundo dados da OMS,
o numero de portadores da doen¢a em todo o mundo era de 177 milhdes em 2000. Em 2009,
havia crescido 88%, ou seja, 285 milhdes de portadores da doenca. Em 2020, 9,3% dos adultos,
entre 20 e 79 anos (assombrosos 463 milhdes de pessoas) viviam com diabetes (Diabetes
Millitus, 2006).

Dados divulgados na décima edicao do Atlas do Diabetes, da Federacdo Internacional
de Diabetes, mostram que 537 milhdes de pessoas tém diabetes no mundo. Entre 2019 e 2021,
houve um aumento de 74 milhdes de casos. O documento destaca ainda que mais de 80% dos
adultos com a doenga vivem em paises em desenvolvimento (International Diabetes
Federation., 2021).

O IBGE divulgou os resultados do Censo 2022, indicando que a populagao do Brasil ¢
formada por 203.080.756 pessoas. (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2022)
Isso indica também que a estimativa sobre o nimero de pessoas com diabetes no Brasil passaria
a ser de aproximadamente 20 milhdes, ja que o ultimo Vigitel, levantamento em amostra
representativa da populagao brasileira feito pelo Ministério da Saude, apontou que, no conjunto
de 27 capitais pesquisadas, a frequéncia do diagnostico autorreferido de diabetes foi de 10,2%

(Ministério da Satde, 2023).
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A pesquisa Vigitel Brasil aponta também que o Diabetes atinge com mais frequéncia as
mulheres, afetando 11,1% delas, contra 9,1% dos homens, ¢ cerca de 90% dos diabéticos
brasileiros apresentam o DM2. O resultado representa um aumento em relagdo a 2021, quando
9,1% dos brasileiros sofriam com a doenga. Entre as capitais brasileiras, Brasilia (DF) e Sao
Paulo (SP) apresentam o maior percentual de prevaléncia de Diabetes no Brasil em 2023, com
12,1% (Ministério da Saude, 2023).

De acordo com os dados levantados pela IDF, entidade que retne mais de 240
associagoes de diabetes em mais de 161 paises e territorios, também estima que a prevaléncia
do diabetes no Brasil ¢ de 10,5%, corroborando com os dados apresentados pela Vigitel. Ainda
segundo a IDF, o Brasil ocupa o 6° lugar no mundo entre os paises com mais pessoas com
diabetes no geral e o 3° lugar quando se fala em diabetes Tipo 1. (Ogle et al., 2022)

Dados da Secretaria de Estado de Saude do Amazonas (SES-AM) mostram que, no
Amazonas, existem mais de 185 mil pessoas vivendo com diabetes. Deste total, a maioria
(61,72%) esta na capital, Manaus, onde o nimero de diabéticos ultrapassa 114 mil (Secretaria
de Estado de Satde do Amazonas - SES-AM, 2023).

A crescente prevaléncia de diabetes em todo o mundo ¢ impulsionada por uma complexa
interacdo de fatores socioecondmicos, demograficos, ambientais e genéticos. O aumento
continuo se deve, em grande parte, ao aumento do diabetes tipo 2 e dos fatores de risco
relacionados, que incluem niveis crescentes de obesidade, dietas ndo saudaveis e falta de
atividade fisica. No entanto, os niveis de Diabetes tipo 1, com inicio na infancia, também estao
aumentando (Rodacki et al., 2023).

Ainda, a crescente urbanizagdo e a mudanga de habitos de vida (por exemplo, maior
ingestdo de calorias, aumento do consumo de alimentos processados, estilos de vida
sedentérios) sdo fatores que contribuem para o aumento da prevaléncia de Diabetes tipo 2 em
nivel social. Enquanto a prevaléncia global de Diabetes nas areas urbanas ¢ de 10,8%, nas areas
rurais ¢ menor, de 7,2%. No entanto, essa lacuna esta diminuindo, com a prevaléncia rural

aumentando (International Diabetes Federation., 2021).

2.2 A Pele e o Processo de Cicatrizacao Cutanea

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, ¢ uma barreira complexa e dindmica, composta
por trés camadas principais: a epiderme, a derme e a hipoderme. A epiderme, camada mais
externa, € um epitélio estratificado constituido majoritariamente por queratindcitos. Entre eles,
encontram-se células com fungdes especializadas, como os melanécitos, as células de Merkel

e, de grande importancia imunoldgica, as células de Langerhans, que atuam como células
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apresentadoras de antigenos, sendo a primeira linha de vigilancia do sistema imune na pele.
Logo abaixo, a derme, um tecido conjuntivo denso, abriga vasos sanguineos e linfaticos,
foliculos pilosos, glandulas e uma rica rede de nervos, além de células como os fibroblastos,

essenciais para a producdo da matriz extracelular. A Figura 2 ilustra as camadas da pele.
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Figura 2 - Camadas epiderme, derme e hipoderme e estruturas da pele
Fonte: Internet, 2024 (www.ebah.com.br/content/ ABAAAeomcAJ/apresentacao-cicatrizacao-final)

Uma lesdo cutanea ¢ definida como a ruptura da integridade da pele, podendo variar em
profundidade e causa. As feridas podem ser classificadas como agudas ou cronicas. As feridas
agudas progridem de forma ordenada e previsivel através das fases da cicatrizagdo, culminando
na restauracao da barreira cutanea em até trés semanas (Ferreira, 2015).

Em contrapartida, as feridas cronicas sdo aquelas cuja cicatrizagdo estagna, geralmente
em uma fase inflamatoria patologica, ndo progredindo para a resolucdo completa. Essa
cronicidade esta frequentemente associada a condig¢des sistémicas subjacentes, como o Diabetes
Mellitus, e a fatores locais como infecc¢ao e hipdxia tecidual (Oliveira et al., 2019)..

Apo6s uma lesdo, o organismo desencadeia uma cascata de eventos celulares e
bioquimicos altamente orquestrados, conhecida como processo de cicatrizagao, que pode ser
dividida em trés fases sobrepostas: inflamatoria, proliferativa e de matura¢ao (Campos; Borges-
Branco; Groth, 2007).

A fase inflamatoria inicia-se imediatamente com a hemostasia, onde plaquetas formam

um coagulo primario e liberam fatores de crescimento, como o PDGF e o TGF-f. Esses
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mediadores atraem células do sistema imune para o local. Os neutr6filos sdo os primeiros a
chegar, realizando a fagocitose de detritos e microrganismos. Em seguida, os macrofagos
assumem o papel central: além de continuarem a limpeza do leito da ferida, eles sdo os
principais reguladores do processo, secretando um arsenal de citocinas e fatores de crescimento
que encerram a fase inflamatéria e ddo inicio a fase seguinte. A fun¢do adequada dos
macrofagos €, portanto, um ponto de controle imunoldgico critico para a cicatrizacdo bem-
sucedida (Broughton; Janis; Attinger, 2006a; Campos; Borges-Branco; Groth, 2007).

A fase proliferativa, que se inicia por volta do quarto dia, é caracterizada pela formacao
de novo tecido. Nela ocorrem a angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos), a
prolifera¢do de fibroblastos, a deposicdo de uma nova matriz extracelular (rica em colageno
tipo III e fibronectina) e a epitelizagdo, onde os queratindcitos migram das bordas da ferida para
restaurar a cobertura epitelial (Campos; Borges-Branco; Groth, 2007; Lawrence; Diegelmann,
1994).

Por fim, a fase de maturacio ou remodelagem, que pode durar meses ou anos, consiste
na reorganizagdo da matriz extracelular. O colageno tipo IIl, mais fragil, ¢ gradualmente
substituido pelo colageno tipo I, mais resistente, que se alinha segundo as linhas de tensao da
pele, resultando em um aumento da forga ténsil da cicatriz. Mesmo apo6s a conclusdo do
processo, a pele cicatrizada raramente atinge 100% da resisténcia da pele original (Broughton;
Janis; Attinger, 2006b; Campos; Borges-Branco; Groth, 2007).

A Figura 3 ilustra a sobreposicdo dessas fases e a dinamica da deposicao dos

componentes da matriz ao longo do tempo.
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Figura 3 - Fases da cicatrizagdo e a deposicdo dos componentes da matriz cicatricial ao longo
do tempo
Fonte: Adaptado de Broughton et al. (2006).

A falha em umas destas fases no processo de cicatrizagdo da ferida pode prolongar o
tempo de reparo e conduzir complicacdes, cerca de 60 milhdes de pessoas em todo o mundo
sofrem de feridas cronicas e seus custos de tratamento representam 4% do total de despesas de

saude e 68% do tempo de enfermagem (Yao; Fu; Cheng, 2020).

2.3 Diabetes Mellitus e o processo de cicatrizacdo cutinea

O Diabetes Mellitus ¢ um dos principais fatores sist€émicos que prejudicam o reparo
tecidual, tornando seus portadores altamente suscetiveis ao desenvolvimento de feridas
cronicas, como as ulceras do pé diabético (UDP) (Ferreira, 2020). A cicatrizagdo em um
ambiente diabético ndo progride de forma ordenada através das fases fisiologicas e
frequentemente estagna em um estado de inflamagdo patoldgica e crénica, o que impede a
resolugdo do processo. Essa falha no reparo ¢ multifatorial, resultante de uma complexa
interagdo entre desordens metabdlicas, vasculares, neuroldgicas e imunoldgicas (Leal;
Carvalho, 2014).

A hiperglicemia cronica cria um microambiente hostil a cicatrizagdo. Ela induz um
aumento do estresse oxidativo pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e promove a forma¢do de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs). Essas moléculas
causam dano celular direto e disfungdo em células cruciais para o reparo (Huijberts; Schaper;
Schalkwijk, 2008).

As células imunes, como neutréfilos e macrofagos, apresentam uma reducdo em suas
fungdes quimiotaticas e fagociticas, comprometendo a limpeza da ferida e a eliminacao de
patogenos, o que aumenta o risco de infecgdes. Além disso, a capacidade dos macréfagos de
transitar de um fendtipo pro-inflamatorio (M1) para um pro-reparador (M2) ¢é prejudicada, o
que perpetua a fase inflamatdria. Fibroblastos e queratindcitos também exibem menor
capacidade proliferativa e migratéria, resultando em uma deposicdo deficiente de matriz
extracelular (MEC) e falha na reepitelizagdo (Gary Sibbald; Woo, 2008).

A nivel sistémico, duas complicagcdes do DM sdo particularmente devastadoras para a
cicatriza¢do: a Doenca Arterial Periférica (DAP) e a Neuropatia Periférica Diabética (NPD)
(Ferreira, 2020). A DAP, resultante da aterosclerose acelerada, reduz o fluxo sanguineo para as

extremidades, causando isquemia e hipoxia tecidual. A falta de oxigénio e nutrientes essenciais
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limita a atividade celular e a sintese de coldgeno, tornando a cicatrizagdo energeticamente
invidvel (Woo; Ayello; Sibbald, 2007).

ANPD, por sua vez, causa a perda da sensagdo protetora, o que torna os pés vulneraveis
a traumas repetidos e ndo percebidos. Adicionalmente, a neuropatia compromete a resposta
neurogénica inflamatoria, que ¢ importante para a vasodilatacao inicial e o recrutamento de
células imunes para o local da lesdo (Shepherd; Downing; Miyan, 2005).

Em sintese, o processo de cicatrizagao no individuo com diabetes ¢ prejudicado por uma
combinagao de disfun¢do imune e celular, estresse oxidativo, angiogénese reduzida, degradacao
excessiva da MEC por metaloproteases (MMPs) e pelas condi¢cdes macroscopicas de isquemia
e neuropatia (Huijberts; Schaper; Schalkwijk, 2008; Leal; Carvalho, 2014). Esse cenario
complexo justifica a busca por terapias inovadoras que possam atuar em multiplos alvos para

reverter o estado cronico e promover o reparo tecidual.

2.4 Tratamentos para lesoes cutaneas

Dentre as principais terapéuticas recomendadas pelo Ministério da Saude do Brasil,
estdo: Polihexemetilenobiguanida (PHMB) solu¢do ou em rolo; Papaina em gel ou creme (8,
10 e 12%); Hidrocoloide; Acidos graxos essenciais (AGE); Oxido de zinco; Carvio ativado
associado com alginato de prata; Hidrofibra com prata e espuma de poliuretano; Alginato de
calcio; Hidrofibra sem prata; Bandagem de algoddo puro ou misto impregnada com 6xido de
zinco, glicerina, o0leo de castor ou mineral; Sulfadiazina de prata; Filmes semipermeaveis;
Colageno biologico; Fator de crescimento celular e Curativo de gaze ndo aderente (Tavares,
2018).

Sdo inimeras as terapéuticas existentes para tratamento de feridas, com destaque para o
debridante enzimdtico que serda utilizado no estudo, a colagenase composta por
clostridiopeptidase A e enzima proteolitica, apresenta ag¢do seletiva de degradar o colageno
nativo da ferida. Este produto pode ser usado onde ha tecido desvitalizado, em feridas limpas
ou infectadas, com excecdo de feridas com cicatrizacdo por primeira intengdo e sensiveis a
enzima (Mandelbaum; Di Santis; Mandelbaum, 2003). E uma das coberturas desbridantes mais
disponivel e de acesso facilitado nas Unidades de Saude vinculadas ao SUS, no Estado do
Amazonas.

Outros tratamentos de feridas, que envolvem altas tecnologias vem ganhando espaco no
mercado, como as terapias de Oxigenoterapia Hiperbarica; Plasma aut6logo rico em plaquetas
(Cabral et al., 2022); Ultrassom de baixa frequéncia (Ponte ef al., 2019); Terapia fotodinamica

(Domingues; Urizzi; Souza, 2022); Biocelulose (Netto; Jacon, 2022); Laserterapia (Lucio;
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Paula, 2020); Terapia por pressao negativa (Dumville et al., 2013) e Terapia de fechamento

assistida por vacuo (Daskalaki et al., 2016).
2.5 Terapias candidatas ao tratamento para lesdes cutineas

2.5.1 Produtos naturais: L. ferrea

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos ¢ tdo antigo quanto a existéncia da
espécie humana, e até nos dias atuais ¢ um recurso alternativo para muitas comunidades e
grupos étnicos (Hardy et al., 2012). Nas regides mais pobres do pais e até¢ em grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em mercados e cultivadas em quintais
residenciais para consumo (Maciel et al., 2002).

Muitas sociedades tradicionais apresentam uma diversificada “Farmacopeia” natural,
vivenciadas pelas mesmas e constituida por informagdes empiricas diversificadas. Esses
ambientes estdo sendo alvo de estudos por pesquisadores, que possuem a finalidade de registro
de novas espécies e comprovagdes de suas atividades medicinais (Amorozo, 2002). Uma vez
isolados os metabdlitos secundarios que apresentam atividade farmacologica, pode-se progredir
para um medicamento, pois estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais, a maioria
destas de plantas (Calixto et al., 2001; WHO, 2011).

A familia Fabaceae compreende uma diversidade de substancias ativas, ndo so da classe
dos flavonoides, como também de alcaloides, terpenoides e esteroides, que sdo exemplos de
outras classes fitoquimicas na qual estdo presentes em muitos exemplares dessa familia (Rocha
e Silva et al., 2007). Desse modo, ¢ conhecida como uma das familias vegetais de interesse na
area de produtos naturais, por disponibilizar diferentes principios ativos para aplicacdo na
medicina.

A L. ferrea (Mart. ex. Tul.) L.P. Queiroz var. férrea, basionimo de (Caesalpinia ferrea
Mart. ex. Tul.), ¢ conhecida popularmente como jucd, pau ferro (Carvalho, F. G. et al., 2016;
Souza, 2007)

Essa espécie vegetal pertence a familia botanica Fabaceae, de grande importancia pelo
seu numero de espécies, cerca de 19.325 espécies em mais de 720 géneros (Sousa; Bastos;
Rocha, 2009; Souza; Lorenzi, 2012). Sendo a unica familia vegetal com os géneros
classificados tradicionalmente em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e

Mimosoideae (Ignoato, 2012). Somente no Brasil, existe o registro de pelo menos 200 géneros
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e 2700 espécies, correspondendo a maior familia em numero de espécies no pais (Souza;
Lorenzi, 2012).

A L. ferrea ¢ uma espécie nativa do Brasil, largamente distribuida nas regides Norte e
Nordeste. Quanto a sua estrutura botanica, possui flores amarelas, pequenas, em cachos, folhas
compostas, folioladas e frutos indeiscentes de cor marrom escuro, tipo legume, com sementes
escuras Figura 4. Possui classificagdo arborea, com altura de 10 a 15 metros, e tronco curto de
40 a 60 cm de diametro (Souza; Lorenzi, 2012). As folhas da arvore podem medir de 7 a 20 cm,
cobertas com pelos amarelados e curtos. Quanto aos frutos possuem dimensdes em torno de 8,3
x 1,8 x 0,8 cm, de coloragao esverdeada, quando imaturos, € as sementes possuem o tamanho
médio de 0,9 x 0,5 x 0,5 cm, com coloragdo variando de verde claro a amarelo (Ferreira; Soares,

2015).

Figura 4 - L. ferrea (Mart. ex. Tul.) L.P. Queiroz
(A) Frutificag@o da Espécie vegetal; (B) Fruto maduro; (C) Fruto triturado ¢ sementes removidas.

Fonte: Jensen, 2020.

O extrato aquoso das sementes apresentou atividades celuldsica, anticoagulante e
larvicida contra Aedes aegypti (Cavalheiro et al., 2009). Outro trabalho corroborou com esse
resultado, mostrando também atividade repelente, porém, em moscas da familia Calliphoridae
ao utilizar extrato alcodlico do fruto dessa planta (Fernandes et al, 2016). Um estudo
fitoquimico preliminar do extrato hidroalcoolico da casca e das folhas demonstraram a presenca
de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fenolicos (Gonzalez;

Barros; Bacchi, 2004).
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Os frutos sdo antidiarreicos, anticatarrais, cicatrizantes e t€ém sido usados para o
tratamento de diabetes e prevencao do cancer (Carvalho, F. G. et al., 2016; Freitas et al., 2012).
O extrato metanolico (80%) dos frutos obtido através da macera¢do durante 72 h foi testado
frente as cepas de Candida albicans, Streptococcus mutans, S. salivarius, S. oralise,
Lactobacillus casei, apresentando uma concentrag@o inibitdria minima que variou de 25 a 100
png/mL (Sampaio ef al., 2009).

A partir dos estudos que avaliaram as atividades medicinais, pode-se afirmar que a L.
ferrea ¢ uma planta rica em metabolitos secundarios, majoritariamente os compostos fenolicos
(Cunha et al., 2017). Logo, diante do levantamento, mostra-se que varias substancias sao
responsaveis por essas atividades biologicas ao utilizar diferentes partes dessa espécie vegetal,
como, a casca, o epicarpo (fruto), folhas, galhos e sementes, tornando-se assim, uma linha de
pesquisa atrativa para bioprospec¢do de substincias quimicas, isolando-as e avaliando sua
atividade farmacoldgica para contribuir para o desenvolvimento de futuros fitoterapicos de
aplicacdo em diferentes doengas.

Outra vantagem dessa planta ¢ a auséncia de efeitos toxicos observados no estudo
toxicologico, por meio da administracdo aguda e subaguda do extrato aquoso do fruto e da casca
do jucd, em ratos e suinos, onde seus exames laboratoriais ndo mostraram indicios de efeitos
toxicos (Queiroz Neto et al., 1991). Dessa forma, este fator ¢ bastante promissor quanto ao
aspecto terapéutico, porque durante o estudo das substancias candidatas aos prototipos de novos
farmacos, ¢ de suma importancia que além da comprovacdo de sua eficacia, se comprove a

seguranc¢a ao administra-las em pacientes (Borges, 2013).

2.5.2 Nanomedicina: Sistema microemulsionado

A Nanomedicina ¢ uma ciéncia interdisciplinar com a finalidade de aplicar a
nanotecnologia na medicina, utilizando compostos nanoestruturados de 1 a 1.000 nanémetros
(nm), voltados para o diagnostico e o tratamento de doengas (Gu et al., 2013; Hafner et al.,
2014). O estudo desses sistemas tem sido realizado principalmente para direcionar e controlar
a liberacdo de farmacos (Sakata et al., 2007). Dentre os nanossistemas com essa finalidade,
destaca-se os lipossomas, nanoparticulas, nanoemulsdes e microemulsdes (Silva, 2004).

O marco inicial da produ¢do de uma microemulsdo descrito na literatura foi na década
de 40, ao descreverem a producdo de uma solucdo translicida a partir da titulagdo de uma
emulsdo com hexanol (Hoar; Schulman, 1943). No entanto, somente no fim da década de 50,
foi estabelecido o termo microemulsdo, que ao longo dos anos, tem recebido redefini¢des

proporcionais aos avangos tecnologicos (Schulman; Stoeckenius; Prince, 1959).
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Atualmente as microemulsdes sdo definidas como um sistema nanoestruturado
termodinamicamente estavel, isotropicas e transparentes ou translucidas, nas quais a fase oleosa
esta dispersa num meio aquoso ou fase aquosa no meio oleoso, composta por um tensoativo,
associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando uma interface oOleo/agua e
apresentando goticulas com tamanho menor que 100 nm. Comparada com a nanoemulsdo, a
microemulsdo possui uma escala de goticula bem menor Figura 5, e as substincias ativas
podem ser veiculadas quando sdo solubilizadas na fase oleosa ou aquosa (Carvalho, A. L. M. et

al.,2016; Lawrence, 1994).

Principio ativo

S

Gota de Microemulsdo Gota de Nanoemulsado
(< 100 nm) (100 - 300 nm)

Figura 5 - Goticulas de microemuls@o e nanoemulsgo.
Fonte: Jensen, 2020.

Os tensoativos permitem um aumento na permeabilidade de membrana celular, o que
colabora para a absor¢do do firmaco e a biodisponibilidade (Formariz et al., 2007; Sintov;
Shapiro, 2004). Assim, a formac¢ao da microemulsido geralmente envolve a combinacao de trés
a cinco componentes, tais como tensoativo, agua, 6leo e o co-tensoativo (Lawrence, 1994).

As microemulsdes sdo nanoestruturas que podem apresentar aspectos visualmente
diferentes dos outros sistemas emulsionados, uma vez que as emulsdes cldssicas sdo brancas,
de aspecto leitoso e opaco, representadas por sistemas de elevada viscosidade, cujos processos
de instabilidade tendem a levar a separacdo de fases. O sistema microemulsionado ¢ um liquido
com boa fluidez, baixa viscosidade, e € opticamente transparente ou translucido em virtude do
reduzido didmetro das goticulas (Formariz et al., 2007). Estudos com esses nanoestruturados
tém sido relevantes na area das ciéncias farmacéuticas, possibilitando alternativas terapéuticas
modernas, farmacologicamente mais eficientes e com reducdo de reacdes adversas (Oliveira et

al., 2004).
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Os sistemas microemulsionados vém sendo objeto de véarias patentes em todo o mundo,
sendo que a China e os Estados Unidos da América sdo os maiores detentores de patentes
envolvendo microemulsdes para uso transdérmico, com finalidade de incorporagdo de
diferentes classes terapéuticas de farmacos, como, anti-iflamatorio nao estereoidal (AINE),
anestésicos, imunosupressor, antiparkisoniano, anti-hormonal, antimicrobiano e at¢ mesmo
derivados de plantas (Figueiredo et al., 2013).

O melhoramento da solubilidade de farmacos também pode ser atribuido ao sistema
microemulsionado, ao avaliar um gel a base de microemulsdo com etoricoxibe, um anti-
inflamatorio ndo esteroidal, sendo possivel o seu emprego para melhorar a solubilidade e a
permeabilidade da pele (Fonseca; Bhide; Joshi, 2019). Outro estudo que corrobora com esses
dados, testa um hidrogel microemulsionado no carreamento de 3,5,4’ trimetoxi-trans-estilbeno
pela via topica em coelhos, modelo para a osteoartrite. Apds o tratamento, houve reducao
significativa dos niveis de citocinas pro-inflamatorias e melhor regeneracdo macroscdpica de
cartilagem (Hu et al., 2019).

A atividade antifingica também j4a foi relatada, ao utilizar uma microemulsdo contendo
clotrimazol e itraconazol para liberagdo transdérmica no tratamento da esporotricose,
mostrando atividades inibitorias potentes e melhora da permeagdo, sugerindo entdo, a sua
aplicagcdo como veiculo promissor para o tratamento transdérmico da esporotricose (Ferreira et
al., 2020).

O recurso das microemulsdes também pode ser adotado para melhorar a estabilidade de
formulacdes contendo extrato vegetais, como o trabalho de (Parveen et al., 2019), que
desenvolveram uma microemulsdo contendo extrato de Lycopersicon esculentum, resultando
em um sistema estavel diante de varias condigdes simuladas em laboratério. O trabalho de
(Ghorbanzadeh et al., 2019), também mostrou melhor estabilidade do hidrogel a base de
microemulsdo com 6leo de gergelim, indicada para prevencao dos efeitos nocivos da radiacao

ultravioleta na pele ao testarem em porquinhos da india.

3. JUSTIFICATIVA

O tratamento de lesdes cutaneas cronicas, como as ulceras do pé diabético, representa
um desafio significativo para a satide publica, especialmente na regido amazonica. Em Manaus,
aprevaléncia de Diabetes Mellitus € expressiva , e as complicagdes decorrentes, como as feridas

de dificil cicatrizagdo, resultam em altas taxas de morbidade, prolongados periodos de
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internacao e desfechos adversos, incluindo amputagdes (Blanck, 2014; Cunha, 2023; Secretaria
de Estado de Satide do Amazonas - SES-AM, 2023).

As terapias convencionais, frequentemente baseadas em produtos de alto custo, nem
sempre apresentam eficacia satisfatoria, o que evidencia a necessidade urgente de desenvolver
alternativas terapéuticas mais acessiveis, eficazes e adaptadas a realidade socioecondmica da
regido (Lima et al., 2012).

A biodiversidade amazonica constitui uma fonte rica e promissora de compostos
bioativos com potencial terapéutico (Maciel et al., 2002). Entre as espécies de relevancia,
destaca-se a Libidibia ferrea (popularmente conhecida como Jucd), amplamente utilizada na
medicina tradicional para o tratamento de feridas, contusdes e processos inflamatdrios
(Amorozo, 2002; Carvalho, F. G. et al, 2016). Esse conhecimento tradicional tem sido
corroborado por estudos cientificos que demonstram as propriedades anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante da espécie (Batista et al., 2017; Crisci, 2013; Dias
etal.,2013).

A atividade terapéutica da L. ferrea estd associada ao seu rico perfil fitoquimico,
especialmente a presenga de taninos, flavonoides e outros compostos fendlicos, que apresentam
efeito imunomodulador, favorecendo o controle da resposta inflamatoria — aspecto central nas
dermatoses cronicas quanto no processo de cicatrizagdo (Comandolli-Wyrepkowski et al.,
2017; Dias et al., 2013).

De forma mais especifica, estudos aprofundados com frac¢des ricas em taninos da L.
ferrea demonstraram uma notavel capacidade de modular a resposta imune celular. Em modelos
experimentais de doengas autoimunes, estes compostos foram capazes de suprimir a produgdo
de citocinas-chave de perfis patogénicos, como o IFN-y (da resposta Th1) e a IL-17 (da resposta
Th17) (Almeida, 2022). A supress@o dessas vias inflamatdrias, juntamente com a capacidade
de reduzir o edema in vivo com eficacia comparavel a farmacos padrdo, confirma o potente
efeito anti-inflamatorio do extrato (Dias ef al., 2013).

Crucialmente, o mesmo estudo demonstrou que, a0 mesmo tempo em que suprime as
vias inflamatorias, o extrato de L. ferrea promove um aumento nos niveis da citocina anti-
inflamatoria IL-10 (Almeida, 2022). A IL-10 ¢ fundamental para a resolucao da inflamagao e
para a polarizacdo de macrofagos para um fenétipo M2, que € pro-reparador. A capacidade de
modular o equilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatorias e de influenciar diretamente a

biologia de linfécitos T e macrofagos ¢ exatamente o tipo de intervencdo necessaria para
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"desbloquear" o processo de cicatrizagdo estagnado em feridas diabéticas (Leal; Carvalho,
2014).

Contudo, para que o potencial terapéutico dos extratos vegetais se torne clinicamente
viavel, ndo é suficiente apenas a comprovagdo da presenca de compostos bioativos. E
fundamental o desenvolvimento de sistemas de liberacdo farmacéutica capazes de superar
barreiras especificas da administracdo topica, como a limitada permeabilidade do estrato
corneo, além de desafios relacionados a baixa solubilidade e a instabilidade dos fitoquimicos
(Calixto et al., 2001). Na auséncia de uma formulacdo adequada, a biodisponibilidade dos
ativos na pele pode ser insuficiente para alcancgar o efeito terapéutico desejado.

Neste contexto, a nanotecnologia farmacéutica, particularmente através do
desenvolvimento de sistemas de microemulsdo, surge como uma estratégia inovadora e
promissora (Figueiredo et al, 2013; Sahu et al., 2015). As microemulsdes sdo sistemas
coloidais com goticulas de tamanho nanométrico, que apresentam vantagens significativas,
como: (1) formagdo espontanea e estabilidade termodinamica; (i1) aumento da area de superficie
para contato com a pele; (iii) melhoria da solubilizagao ¢ da estabilidade dos compostos ativos;
e (iv) maior capacidade de permeacdo cutinea, permitindo que os ativos atinjam camadas mais
profundas da epiderme e derme, onde estdo localizadas células essenciais para a modulagdo da
resposta inflamatoria e do processo cicatricial (Lawrence; Rees, 2012).

Apesar do reconhecido potencial terapéutico da L. ferrea, sua associagdo a sistemas
nanoestruturados, como as microemulsdes, ainda € pouco explorada na literatura. Portanto, este
estudo se justifica pela necessidade de preencher essa lacuna cientifica, por meio do
desenvolvimento e da caracterizacdo fisico-quimica de um sistema de microemulsdo do tipo
agua em Oleo (A/O) contendo extrato de L. ferrea. Essa etapa ¢ fundamental, pois garante a
qualidade, a seguranca, a estabilidade e reprodutibilidade da formulagdo, além de ser pré-
requisito para futuras avaliacdes bioldgicas e clinicas.

Dessa forma, este trabalho busca propde-se a ser um avango na translacdo do
conhecimento tradicional e cientifico sobre a L. ferrea para a obtengcdo de um produto
farmacéutico inovador, com base tecnologica robusta. Espera-se, assim, estabelecer as bases
para futuras investigagdes que avaliem a eficécia e a seguranca desta microemulsdo como uma
alternativa terapéutica para o tratamento de lesdes cutaneas de dificil cicatrizagdo, com forte
componente inflamatério e imunologico, especialmente no contexto das complicacdes

associadas ao Diabetes Mellitus.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente sistemas microemulsionados contendo
extrato metandlico do epicarpo de L. ferrea, visando otimizar a veiculacdo topica de seus

constituintes bioativos e discutir seu potencial para modular respostas imunologicas cutaneas.

4.2 Objetivos Especificos:

1. Realizar a caracterizacao fitoquimica do extrato metanolico do epicarpo de L.
ferrea por meio de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
(LC-MS).

2. Revisar, sistematizar e discutir, com base na literatura cientifica, as propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatorias e cicatrizante dos principais constituintes
identificados no extrato de L. ferrea.

3. Desenvolver formulagdes de microemulsdes do tipo agua em o6leo (A/O)
contendo o extrato vegetal.

4. Caracterizar fisico-quimicamente as microemulsdes obtidas, avaliando
parametros como tamanho de particulas, indice de polidispersidade, potencial
zeta, pH, viscosidade, condutividade, estabilidade e morfologia.

5. Avaliar criticamente o potencial das microemulsdes desenvolvidas como
sistemas de liberacdo topica voltados para a modulagdo de respostas

imunolégicas e inflamatorias na pele.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipos de Estudos

Trata-se de um estudo experimental voltado ao desenvolvimento farmacotécnico e a
caracterizacao fisico-quimica de sistemas microemulsionados contendo extrato metandlico do
epicarpo dos frutos de Libidibia ferrea. O estudo visou a obteng¢do de formulacdes estaveis,
com caracteristicas fisico-quimicas adequadas com potencial de aplicacdo tdpica, considerando
a veiculagdo de compostos bioativos com relevancia para processos imunoldgicos e
inflamatorios cutaneos.

Nesse contexto, foi possivel determinar um objeto de estudo, varidveis capazes de
influencia-lo, diferentes intervencdes alocadas de forma controlada ¢ aleatdria, além dos

critérios para monitoramento ¢ avaliagao dos efeitos gerados (OPAS; OMS; BIREME, 2018).

5.2 Material Vegetal e Obtenciao do Extrato Metandlico de L. ferrea

O extrato metanolico do epicarpo dos frutos de L. ferrea foi obtido em parceria com o
laboratorio de Leishmaniose e Doenga de Chagas, do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazodnia (INPA), seguindo protocolo previamente estabelecido por Jensen (2020). O extrato
bruto obtido foi armazenado em frascos ambar, sob condi¢des controladas de temperatura e
prote¢do contra a luz, até sua utilizagdo nas andlises fitoquimicas e no desenvolvimento das

formula¢des microemulsionadas.

5.3 Caracterizacio Fitoquimica do Extrato Metandlico de L. ferrea

A caracterizagdo fitoquimica do extrato metandlico foi realizada por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS), com o objetivo de identificar os
principais constituintes quimicos, especialmente aqueles associados as atividades
imunomoduladoras, anti-inflamatdrias e cicatrizantes, conforme descrito na literatura.

Para a andlise, o extrato bruto da L. ferrea foi solubilizado em metanol grau HPLC,
obtendo-se solugdes estoque de 1000 ppm. Aliquotas de 10 puL foram diluidas em 1 mL de
Metanol. Posteriormente, 5 pL. dessas solugdes foram injetadas diretamente no espectrometro
de massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet, equipado com fonte APCI (Ionizacdo Quimica
a Pressdo Atmosférica), operando nos modos positivo e negativo. Os parametros analiticos
utilizados foram: corrente de descarga (discharge current): 5 nA; temperatura do vaporizador
(vaporizer temperature): 320 °C; temperatura do capilar (capillary temperature): 220 °C; gas de
nebulizacdo (sheath gas): 30 psi; gas auxiliar (aux gas): 10 arb; faixa de massas (mass range):

m/z 100-1000. Os espectros de MS/MS foram adquiridos utilizando hélio como gés de colisdo
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e energia variando entre 20-30%. A identificacdo presuntiva dos compostos foi realizada por

comparac¢do dos espectros obtidos com dados disponiveis na literatura cientifica especializada.

5.3 Desenvolvimento das Formulacoes de Microemulsao

Foram desenvolvidas trés formulagdes base: uma microemulsao placebo (MEPLA), sem
a adicdo de extrato vegetal, e duas microemulsdes contendo o extrato metanolico do epicarpo
de L. ferrea, nas concentragdes de 10% e 20% (p/p).

As microemulsdes foram preparadas utilizando propilenoglicol como tensoativo
primario, Tween® 80 como cotensoativo (ou tensoativo secundario), 4gua destilada como fase
hidrofilica (externa, para sistemas do tipo dgua em O6leo (A/O) e acido oleico como fase
lipofilica (interna). Os componentes foram previamente pesados e, em seguida, misturados sob
agitacdo magnética constante, por aproximadamente 2 minutos, a temperatura ambiente (25 £
2 °C), até¢ a obtengdo de sistemas monofasico, homogéneo, translicidos ou transparentes,

caracteristicos das microemulsdes.

5.4 Caracterizacio Fisico-Quimica das Microemulsdes

As formulagdes de microemulsao (MEPLA, ME 10% e ME 20%) foram submetidas as

seguintes analises fisico-quimicas:

5.4.1 Analises Organolépticas e Determinagdo do Tipo de Emulsdo

As formulagdes foram inspecionadas visualmente quanto ao aspecto (homogeneidade,
separagio de fases), cor e odor. O tipo de microemulsio (Oleo/Agua - O/A ou Agua/Oleo - A/O)
foi determinado pelo teste de diluicdo em agua e 6leo e pelo teste do corante.

Para o teste de dilui¢do, uma pequena aliquota de cada microemulsdo foi adicionada a
volumes separados de agua destilada e de 6leo (4cido oleico). A facilidade de dispersao da
microemulsao em agua (indicativo de sistema O/A) ou em 6leo (indicativo de sistema A/O) foi
observada para classificar o tipo de emulsdo formada.

O teste do corante foi realizado utilizando um corante hidrossoluvel (solugdo aquosa de
azul de metileno a 1%) e um corante lipossoluvel (solugcdo metandlica de Sudan Black B a 1%)).

A miscibilidade ou ndo do corante com a fase externa da microemulsdo indica seu tipo.
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5.4.2 Determinacdo de pH, Condutividade Elétrica, Densidade, Indice de Refracgao,

Transmitincia e Viscosidade

e pH: Medido diretamente nas amostras utilizando um pHmetro (DEL LAB —
Modelo DL-pH) previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 ¢ 7,0, a
temperatura de 25 °C.

e Condutividade Elétrica: Medida por imersao direta do eletrodo de um
condutivimetro (Quimis — Modelo Q795PN) nas amostras, previamente
calibrado com solugdo padrao de condutancia 1408 puS/cm, a temperatura de 25
°C. Valores elevados de condutividade sdo esperados para sistemas O/A.

e Densidade: Determinada utilizando picndmetro de vidro de 25 mL. O
picndmetro foi pesado vazio (mi), preenchido com a amostra e pesado
novamente (mf). A densidade (d) foi calculada pela equacdao d = (mf — mi)/V,
onde V ¢ o volume do picndmetro, a temperatura de 25 °C.

e Indice de Refracio: Medido em refratdmetro Abbe de bancada (Quimis -
Modelo Q767B), utilizando 4gua destilada para calibragdo, a temperatura de 25
°C.

e Transmitincia: Na determinacdo da transmitancia, serda medida em
espectrofotometro de UV (UV Even — Modelo IL-592), no comprimento de onda
de 650 nm, utilizando 4gua para ajuste do zero

e Viscosidade: A viscosidade aparente das microemulsdes foi determinada
utilizando um viscosimetro analogico de Brookfield (BrasEq — Modelo LTV).
As medigdes foram realizadas a temperatura de 25 °C, utilizando o spindle 63 e

velocidade de rotagdo 3, 6 ¢ 12.

5.4.3 Determinacio do Tamanho Médio de Goticula, Indice de Polidispersio (PDI) e

Potencial Zeta

O tamanho médio das goticulas da fase interna, bem como o indice de polidispersao
(PDI) das microemulsdes, foram determinados pela técnica de espalhamento de luz dindmico
(DLS), utilizando um equipamento Zetasizer Horiba®, modelo SZ-100.

As amostras foram previamente diluidas em 4gua ultrapura em propor¢do adequada,
visando minimizar os efeitos de espalhamento multiplo de luz, que podem interferir na acuracia
dos resultados. O potencial zeta, parametro relacionado a estabilidade eletrostatica do sistema

coloidal, foi determinado no mesmo equipamento, operando no modo de mobilidade
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eletroforética, ou em aparelho equivalente. Este parametro reflete a magnitude da repulsao
eletrostatica entre as particulas e, portanto, fornece uma estimativa da tendéncia a agregacao ou
a estabilidade das goticulas na suspensdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata, a

temperaturacontrolada de 25 °C (= 1 °C).

5.5 Hipoteses

Pergunta do estudo: A incorporacdo do extrato metandlico de Libidibia ferrea, nas
concentragdes de 10% e 20%, em um sistema de microemulsdo do tipo dgua em 6leo (A/O)
afeta significativamente as propriedades fisico-quimicas — como pH, viscosidade, tamanho de
particula e potencial zeta —, bem como a sua estabilidade fisica, em comparacdo com uma

formulagao placebo?

5.5.1 Hipotese Nula (H,)

A incorporacdo do extrato metanolico de L. ferrea, nas concentragdes de 10% e 20%
ndo promovem alteragdes estatisticamente significativa nas propriedades fisico-quimicas (pH,
viscosidade, tamanho de particula, potencial zeta) nem a estabilidade fisica das microemulsoes,

quando comparadas a formulacao placebo (MEPLA).

o Ho(a): Nao ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos parametros
fisico-quimicos (pH, viscosidade, tamanho de particula, potencial zeta) das formulagoes

MEPLA, ME 10% e ME 20%.

e Ho(b): A estabilidade fisica das formulagdes ME 10% e ME 20% ¢ equivalente a da

formulacao placebo (MEPLA) sob as condigdes experimentais avaliadas.

5.5.2 Hipotese Alternativa (H:)

A incorporacgao do extrato metanolico de L. ferrea promove alteragdes estatisticamente
significativa nas propriedades fisico-quimicas (pH, viscosidade, tamanho de particula,
potencial zeta) e/ou a estabilidade fisica das microemulsdes, quando comparadas a formulagao

placebo (MEPLA).

o Hai(a): Existe diferenca estatisticamente significativa em pelo menos um dos parametros
fisico-quimicos (pH, viscosidade, tamanho de particula, potencial zeta) entre as

formulacdes MEPLA, ME 10% e ME 20%.
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e Hi(b): A incorporagdo do extrato de L. ferrea, especialmente na concentragao de 20%,
compromete, parcial ou totalmente, a estabilidade fisica da formulacdo, em comparagado

as formulagdes MEPLA e a ME 10%.
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6. RESULTADOS

6.1 Perfil dos compostos fenolicos do extrato da L. ferrea por LC-MS

O espectro de massas obtido em modo negativo por LC-MS para o extrato bruto da L.
ferrea exibiu ions de moléculas desprotonadas ([M-H]") nos valores de m/z 291, 301, 343, 359,
367, 469, 633, os quais s3o indicativos da presen¢a de compostos fenolicos, como flavonoides
e taninos. Os espectros de MS? dos ions em m/z 301, 359 e 367 apresentaram perdas de massa
caracteristicas, frequentemente associadas a fragmentacdo de compostos polifenolicos
complexos e compostos fendlicos contendo grupos metoxila e/ou éter. Os dados detalhados de
identificacdo presuntiva dos compostos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Substincias encontradas no extrato bruto de L. ferrea

Substancias m/z Fragmentacoes Literatura

Acido brevifolincarboxico 291 246 Santos et al, 2013

Acido elagico 301 257,229, 185 Mullen et al, 2003
Acido 5-galoilquinico 343 191 Wyrepkowski et al, 2014
Eter O-glicosideo de acido siringico 359 197, 153 Ismail et al, 2019

Acido feruloilquinico 367 191, 179 Nesrine et al, 2019
Dilactona do acido valoneico 468 425 Wyrepkowski et al, 2014
Corilagina 633 463 Ferreira et al, 2019

Fonte: Autores, 2024.

Os espectros de MS? das moléculas protonadas em m/z 291, 343, 469, 633 apresentaram
vias consistentes com derivados de acido elagico com grupos metoxila, € com presenga ou
auséncia de grupos metilas ou etilas. De forma consistente, suas perdas foram atribuidas a
grupos carboxilicos e hidroxilicos (m/z 291— 246), (m/z 301— 257— 229— 185), (m/z
468— 425) respectivamente (Figura 6). Assim, o perfil inicial pelo LS-MS negativo permitiu
a identificagdo de 4 composto fenolicos derivados de do acido elagico, entretanto deve-se notar
que o reconhecimento de compostos fendlicos a partir da andlise direta de MS pode ter sido
comprometido pelo efeito da matriz sendo necessaria a analise HPLC-DAD-MS para uma

investigagdo mais abrangente.
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Figura 6 - Grupos carboxilicos e hidroxilicos
Fonte: Autores, 2024.

6.2 Analise por HPLC-DAD-MS/MS do extrato da L. ferrea

O cromatograma de ions totais (TIC) obtido por espectrometria de massas da fragao
bruta do extrato (Figuras 7 e 8) corroborou com os dados obtidos na analise de LC-MS. Os
ions de maior intensidade observados foram atribuidos ao 4acido eldgico, com sinais
caracteristicos em m/z 257 e 229, que representam os picos mais proeminentes na analise
(Figura 7). Além disso, a andlise revelou a presenca de compostos fendlicos de menor
abundancia, cujos sinais foram registrados em m/z 343 e 367, também compativeis com os
dados de LC-MS. Os espectros de fragmentacdo (MS?) dos ions em 343 e 367 apresentaram
fragmentos comuns em m/z 191 (pico base), sugerindo que se trata de derivados de acido
elagico.

O padrio de fragmentagdo observado, particularmente relacionado aos ions
correspondentes ao acido 5-galoiquinico e ao 4cido feruloilquinico, ¢ consistente com a
presenca de compostos fendlicos, como o acido gélico, acido fertlico e dcido quimico, que sao
frequentemente relatados na composi¢ao fitoquimica de L. ferrea. A proposta de identificagao
desses compostos foi confirmada por meio da comparagio dos espectros MS? obtidos com

dados previamente descritos na literatura cientifica especializada.
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Figura 7 - fons mais intensos observado no experimento de LC-MS
Fonte: Autores, 2024.

LB_MeOH APCI POS #1 RT: 0,00 AV:1 NL: 2,00E4
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Figura 8 - Cromatograma de ions totais (TIC) por espectrometria de massas da fracdo bruta
do extrato
Fonte: Autores, 2024.

6.3 Caracterizacdo das microemulsodes

Todas as formulagdes apresentaram-se como liquidos homogéneos,

sendo a

microemulsdo placebo (MEPLA) transparente, enquanto as microemulsdes contendo extrato

(ME 10% e ME 20%) mostraram-se translucidas, com coloragdo marrom, cuja intensidade

aumentou proporcionalmente a concentragao do extrato.

As formulagdes contendo o extrato apresentaram odor caracteristico do material vegetal.

O teste de dilui¢do em 4cido oleico (fase externa) e a auséncia de miscibilidade em agua (fase
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interna) confirmaram que todas as formulagdes desenvolvidas eram do tipo 4gua em 6leo (A/O),
conforme apresentado na Tabela 2 e Figura 9.

Tabela 2 - Caracteristicas Organolépticas e Tipo de Microemulsao das Formulagoes.

Liquido transparente e Liquido translucido e Liquido translucido e
homogéneo homogéneo homogéneo

Amarelo claro Marrom escuro Marrom escuro intenso

Caracteristico dos

Caracteristico do extrato Caracteristico do extrato
componentes

A/O (dispersou em 6leo) | A/O (dispersou em 6leo) A/O (dispersou em 6leo)

Fonte: Autores, 2025.

Figura 9 - Teste de diluigdo
Fonte: Autores, 2025.

6.3.1 Propriedades Fisico-Quimicas das Microemulsées

O valor de pH encontrado na microemulsdo de MPLA foi igual a 5,91 + 0,03, enquanto
nas formula¢des ME 10% e ME 20% observou-se que, a medida que a concentragdo do extrato
aumentou, a formulagdo tornou-se mais acida. Os valores de densidade das microemulsdes
MPLA, ME 10% e ME 20% foram, respectivamente, 1,042 + 0,001; 1,090 + 0,002 e 1,130 =
0,0, conforme apresentado na Tabela 3.

No teste de viscosidade, foi possivel verificar que o aumento da concentragao do extrato
da L. ferrea resultou em formula¢des mais viscosas. De maneira semelhante, os valores de
indice de refragdo também aumentaram proporcionalmente a concentragdo do extrato,
indicando maior densidade Optica nas formulagdes com maiores teores ativos.

Tabela 3 - Caracterizagdo das microemulsdes (MEPLA. ME 10% & ME 20%

5,91+0,08 4,11 +0,11 3,65+ 0,07
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0,009 £ 0,0 0,034+ 0,0 0,034+ 0,0
1,040 £ 0,0 1,090 £ 0,0 1,130 £ 0,0
1,434 +£ 0,001 1,450 + 0,001 1,465 + 0,001

220 £26,5 533,3+28,9 1650+ 173,2
253,53 £15,94 255+6,1 3449 + 11,56

0,4 +0,049 0,3+0,058 0,228 £ 0,071

-69,2+3,4 -70,4 £1,7 -48,9+5,9

Fonte: Autores, 2024.
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7. DISCUSSAO

Este estudo focou no desenvolvimento e na caracterizacdo fisico-quimica de
microemulsdes do tipo agua em o6leo (A/O) contendo extrato metanodlico do epicarpo de
Libidibia ferrea. Esta planta amazonica ¢ tradicionalmente utilizada para diversas afeccdes
cutaneas, ¢ a formulagdo em um sistema microemulsionado visa otimizar a entrega topica de
seus fitoquimicos, particularmente aqueles com potencial para modular respostas imunoldgicas

e inflamatorias.

7.1 Perfil Fitoquimico do Extrato de L. ferrea e seu Potencial Imunologico

A caracterizagdo fitoquimica do extrato metanolico do epicarpo de L. ferrea revelou um
perfil rico em compostos fendlicos, notadamente derivados de 4cido gélico e elagico, como o
acido 5-galoilquinico e a corilagina. Esses achados corroboram a literatura, que descreve
taninos e flavonoides como constituintes majoritarios da planta (Carvalho, F. G. et al., 2016).
O potencial terapéutico deste extrato, especialmente no contexto complexo das feridas
diabéticas, pode ser compreendido ao analisar como esses compostos podem antagonizar os
desarranjos imunologicos especificos que perpetuam o estado cronico dessas lesoes.

O ambiente de uma ferida diabética ¢ caracterizado por uma fase inflamatdria
prolongada e desregulada. H4 uma infiltracao persistente de neutréfilos € macrofagos com um
fenotipo predominantemente pro-inflamatorio (M 1), que liberam altos niveis de citocinas como
o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina-1p (IL-1P) e Interleucina-6 (IL-6) (Leal;
Carvalho, 2014). Neste cenario, os compostos identificados no extrato de L. ferrea apresentam
um potencial terapéutico direto. Estudos demonstram que o acido galico e o acido elagico sao
capazes de suprimir a producdo dessas mesmas citocinas pro-inflamatorias, frequentemente
através da inibi¢do de vias de sinalizagao intracelular, como a do fator de transcricdo NF-«B,
que ¢ um mestre regulador da resposta inflamatoria (Dias ef al., 2013). A atividade anti-
inflamatoéria do extrato bruto de L. ferrea foi confirmada in vivo em um modelo de edema de
pata induzido por carragenina, onde demonstrou eficacia comparavel a indometacina, um anti-
inflamatorio ndo esteroidal padrdo. Isso sugere que o extrato, como um todo, possui uma
potente capacidade de conter a hiperinflamacao, um dos pilares da patologia da ferida diabética
(Dias et al., 2013).

Um ponto de controle crucial na transi¢do da fase inflamatdria para a fase proliferativa
da cicatrizagdo ¢ a plasticidade funcional dos macréfagos. Em uma cicatrizagdo normal, os

macrofagos transitam do fenotipo M1 (inflamatorio e microbicida) para o M2 (anti-inflamatorio
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e pro-reparador), que secreta fatores de crescimento e citocinas que promovem a angiogénese
e a deposi¢do de matriz. Nas feridas diabéticas, essa transicdo M1-M2 ¢ severamente
prejudicada, aprisionando a ferida na fase inflamatoria (Leal; Carvalho, 2014). Embora estudos
diretos sobre a polarizacao de macréfagos pelo extrato de L. ferrea sejam necessarios, a eficacia
demonstrada contra Leishmania sp. oferece uma pista importante (Comandolli-Wyrepkowski
et al., 2017). O controle da Leishmania, um parasita intracelular de macrofagos, depende
criticamente da ativacao adequada dessas células (uma resposta Th1 classica). A capacidade do
extrato de atuar nesse modelo sugere uma interacao direta com a biologia dos macréfagos.
Portanto, ¢ plausivel hipotetizar que os compostos do extrato possam modular a atividade dos
macrofagos na ferida diabética, ajudando a resolver a inflamagao e a promover a transigao para
um fenotipo pro-reparo.

Além da desregulacdo de citocinas e macréfagos, o microambiente da ferida diabética é
hostil devido ao intenso estresse oxidativo e a alta carga microbiana. Os altos niveis de glicose
levam a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), que causam dano celular
e perpetuam a inflamagdo. Os compostos fendlicos e taninos da L. ferrea sdo potentes
antioxidantes, capazes de neutralizar esses radicais livres e proteger as estruturas celulares do
dano oxidativo. Adicionalmente, os taninos, abundantes na planta, possuem atividade
antimicrobiana e a capacidade de formar uma camada protetora adstringente sobre o tecido
lesado. Essa "crosta biologica" ndo s6 protege a ferida de contaminagdes externas, mas também
modula o microambiente local, reduzindo a exsudagdo e¢ o estimulo inflamatério constante
causado pela presenca de patogenos (Batista et al., 2017). Ao controlar tanto o estresse
oxidativo quanto a carga microbiana, o extrato de L. ferrea atua em duas frentes adicionais que
contribuem para a quebra do ciclo vicioso da inflamagao cronica.

Em suma, o perfil fitoquimico do extrato de L. ferrea o posiciona como um candidato
terapéutico multifuncional para o tratamento de feridas diabéticas. Sua combinagdo de
atividades anti-inflamatoria (supressdao de citocinas), potencial de modulacao de macrofagos,
acdo antioxidante e protecao antimicrobiana/adstringente permite que ele atue simultaneamente
em diversos dos principais pontos de falha imunoldgica que caracterizam a ndo cicatrizagdo
nessas lesdes. A veiculacdo desses compostos através de uma microemulsdo, como a
desenvolvida neste trabalho, torna-se entdo uma estratégia crucial para garantir que esses

agentes bioativos atinjam seu local de a¢do na pele de forma eficaz.
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7.2 Desafios no Desenvolvimento e Caracterizaciao das Microemulsdes A/O com L. ferrea

As formulagdes foram inicialmente caracterizadas como microemulsdes A/O (Tabela
1), com a fase oleosa (acido oleico) como continua, o que ¢ evidenciado pelos baixos valores
de condutividade elétrica (Tabela 2). O desenvolvimento das formulagdes, no entanto, revelou
dois desafios principais. O primeiro foi a estabilidade fisica da formulagdo ME 20%, que se
mostrou instavel nos testes preliminares.

A alta concentracdo de extrato (20%) provavelmente excedeu a capacidade do sistema
tensoativo em manter a integridade da microemulsdo. Este resultado indica que, para a atual
composicao, existe um limite de incorporagao do extrato para garantir a estabilidade do sistema.

Outro ponto critico € o pH das formulagdes contendo extrato. A ME 10% apresentou pH
de 4,11 £ 0,11 e a ME 20% um pH ainda mais acido de 3,65 + 0,07 (Tabela 2). Embora o pH
fisiologico da superficie da pele seja acido (em torno de 4,5-5,5), valores de pH abaixo de 4,0
podem ser potencialmente irritantes para a pele humana, especialmente com o uso continuo ou
em peles sensiveis ou comprometidas. A acidez ¢ provavelmente derivada dos préprios
constituintes do extrato, como os acidos fenolicos. Portanto, este resultado aponta para a
necessidade de adotar estratégias de correcdo de pH para um nivel de maior compatibilidade
com a pele (idealmente entre 4,5 € 5,5), de forma que nao altere as propriedades fisico-quimicas,

a estabilidade da formulacdo ou a integridade dos ativos do extrato.

7.3 Andlise das Propriedades Fisico-Quimicas das Formulagcoes Mais Promissoras

(MEPLA e ME 10%)

A andlise comparativa das formulagdes indicou que, embora a incorporagdo do extrato
de L. ferrea tenha sido bem-sucedida em duas concentragdes, a instabilidade fisica da ME 20%
direciona o foco para a ME 10% como a formulag@o mais promissora e robusta deste estudo. A
discussdo a seguir aprofunda a analise das caracteristicas fisico-quimicas da ME 10% em
comparagdo com o veiculo placebo (MEPLA), ressaltando a importancia desses parametros
para um potencial aplicagao topica.

A viscosidade ¢ um parametro reologico crucial que dita o comportamento da
formulag¢do durante o armazenamento e a aplicagdo na pele. A ME 10% apresentou uma
viscosidade significativamente maior (533,3 + 28,9 cP) em compara¢cdo com a MEPLA (220 +
26,5 cP) (Tabela 2). Esse aumento ¢ esperado e pode ser atribuido a um aumento no volume da
fase interna dispersa (agua + extrato) e as interagdes intermoleculares entre os componentes do

extrato e a estrutura da microemulsdo. Uma viscosidade mais elevada ¢ vantajosa para a
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aplicacdo topica, pois confere a formulagdo uma consisténcia que aumenta o seu tempo de
residéncia no local de aplicagdo, evitando o escorrimento e garantindo um contato mais
prolongado entre os compostos ativos e a pele (Tirnaksiz et al., 2012). Essa propriedade ¢
essencial para otimizar a liberagdo e a permeacgao dos ativos, sendo uma caracteristica desejavel
em veiculos dermatoldgicos (Fonseca; Bhide; Joshi, 2019).

As caracteristicas coloidais, como o tamanho de particula e o indice de polidispersao
(PDI), sdo determinantes para o desempenho de sistemas microemulsionados. A ME 10%
apresentou um tamanho médio de goticula de 255,00 + 6,10 nm. Estes sistemas com goticulas
na faixa nanométrica sdo altamente vantajosos em comparacdo com emulsdes convencionais,
pois o tamanho reduzido aumenta drasticamente a area de superficie total do sistema (Oliveira
et al., 2004). Uma maior area de superficie pode facilitar a parti¢do e a difusdo dos compostos
ativos do veiculo para a pele, potencializando sua eficacia. O PDI da ME 10% (0,300 £+ 0,058)
indica uma distribui¢do de tamanho de goticula razoavelmente homogénea, o que ¢ fundamental
para a uniformidade do produto e para a previsibilidade de sua estabilidade e desempenho
(Parveen et al., 2019).

O potencial zeta ¢ um indicador chave da estabilidade de dispersdes coloidais. A
formulagdo ME 10% apresentou um valor de potencial zeta de -70,40 £ 1,70 mV, um valor
altamente negativo que sugere uma excelente estabilidade fisica a longo prazo. Geralmente,
valores de potencial zeta com magnitude superior a |30 mV indicam que a repulsado eletrostatica
entre as goticulas dispersas ¢ forte o suficiente para superar as forgas de van der Waals,
prevenindo a agregacdo e a coalescéncia (Formariz et al., 2007). Embora em sistemas A/O a
estabilizacdo estérica pelos tensoativos seja frequentemente o mecanismo dominante, a
presenca de uma contribui¢do eletrostatica tdo significativa ¢ um achado notavel e muito
positivo. A forte carga negativa pode ser atribuida a ionizagdo de grupos carboxilicos do acido
oleico (fase externa) e/ou a adsor¢cdo de componentes anionicos do extrato de L. ferrea na

interface 4gua/dleo, contribuindo para a robustez da formulagao (Tirnaksiz et al., 2012).

7.4 Implicacoes para a Veiculagdo Topica e Modulacdo Imunologica Cutinea: Potencial e

Otimizacoes Necessdrias

A formulacdo do extrato de L. ferrea em um sistema de microemulsdo do tipo 4gua em
6leo (A/O) representa uma estratégia farmacotécnica deliberada para superar as limitagcdes da
administracao topica e potencializar a acdo de seus compostos bioativos. As vantagens tedricas
de um veiculo A/O, como o da formulagdo ME 10%, sdo particularmente relevantes para o

tratamento de peles comprometidas, como as que apresentam feridas diabéticas (Crisci, 2013).
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Sistemas A/O sdo conhecidos por formarem um filme lipidico sobre a pele, que exerce
um efeito oclusivo. Essa oclusdo reduz a perda de dgua transepidérmica, promovendo a
hidratacao do estrato corneo. Um estrato corneo mais hidratado torna-se mais permeavel a
muitos compostos ativos, facilitando sua penetracdo para as camadas mais profundas
(Lawrence; Rees, 2012). Adicionalmente, a fase oleosa externa continua, composta por acido
oleico, possui alta afinidade com os lipidios intercelulares da pele, o que pode facilitar a adesao
e a fusdo da formulagao com a barreira cutanea.

O grande desafio de um sistema A/O ¢ a entrega de compostos hidrofilicos, como sao
muitos dos polifenois bioativos da L. ferrea (acido gélico, eldgico, etc.). Neste sistema, esses
compostos estdo encapsulados nas nanogoticulas aquosas internas (Tabela 2). Este
encapsulamento oferece uma vantagem crucial: a prote¢do dos ativos contra a degradacio no
ambiente externo antes de atingirem a pele. A liberagdo desses compostos para a pele depende
de sua parti¢ao da fase aquosa interna, através da interface estabilizada pelos tensoativos, para
a fase oleosa externa e, finalmente, para a pele (Lawrence; Rees, 2012).

O tamanho nanométrico das goticulas dispersas cria uma area interfacial imensa, o que
favorece cineticamente este processo de transferéncia de massa. Além disso, os proprios
tensoativos utilizados na formulagdo (propilenoglicol, Tween® 80) podem atuar como
promotores de permeacao, interagindo com os lipidios do estrato corneo e desorganizando-os
temporariamente, criando "caminhos" para a entrada dos ativos (Sahu ef al., 2015).

A entrega eficiente desses compostos as camadas viaveis da epiderme e derme ¢€ a chave
para a modulacao imunolodgica. A pele € um 6rgdo imunologicamente complexo, populado por
diversas células de defesa. Na epiderme, as células de Langerhans e os proprios queratindcitos
atuam como sentinelas, capazes de iniciar e propagar respostas inflamatorias através da
liberacdao de citocinas como TNF-a e IL-1B. Na derme, residem macrofagos, mastocitos e
linfécitos. Ao facilitar a penetragdo dos compostos da L. ferrea, a microemulsao A/O pode
permitir que estes ajam diretamente sobre essas células. Poderiamos hipotetizar que o acido
gélico e elagico, ao alcancarem os queratinocitos de uma ferida diabética, poderiam reduzir a
producao de citocinas inflamatorias. Da mesma forma, ao penetrarem na derme, poderiam
modular a atividade dos macrofagos, auxiliando na crucial transi¢ao do fenotipo M1 (pro-
inflamatorio) para M2 (pro-reparo), um processo que, como discutido, € deficiente nessas lesdes
(Leal; Carvalho, 2014).

Entretanto, a concretizagdo desse potencial terapéutico depende diretamente da

superacao dos desafios de formulacdo identificados. A principal barreira para a aplicacdo da
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ME 10%, que se mostrou a mais estavel, ndo ¢ sua estrutura coloidal, que com o seu tamanho
nanométrico e alto potencial zeta (-70,4 mV) € bastante promissora, mas sim o seu pH final de
4,11 £ 0,11. Para uma formulacao destinada a peles comprometidas, como as diabéticas, a
compatibilidade fisiologica ¢ imperativa. Portanto, a viabilidade da formulagdo para uso em
pele humana esta condicionada a sua otimizacdo. E fundamental desenvolver e testar estratégias
para o ajuste do pH para uma faixa mais proxima do fisiologico (entre 4,5 e 5,5), garantindo
que tal modificagdo ndo comprometa a estabilidade fisico-quimica da microemulsdo nem a
integridade dos seus compostos ativos. Somente apos essa otimizagado sera possivel explorar de

forma segura e eficaz o potencial imunomodulador da formulagao .
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8. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou com sucesso o desenvolvimento e a caracterizagao fisico-
quimica de uma microemulsdo do tipo d4gua em 6leo (A/O) capaz de incorporar de forma estavel
10% do extrato metandlico de Libidibia ferrea (formulagdo ME 10%). A formula¢do promissora
apresentou caracteristicas de um sistema coloidal de alta qualidade, incluindo tamanho de
particula na faixa nanométrica (255,00 = 6,10 nm), boa homogeneidade (PDI de 0,300 + 0,058)
e um potencial zeta altamente negativo (-70,40 + 1,70 mV), indicativo de excelente estabilidade
eletrostatica. Os desafios encontrados, como a instabilidade fisica da formula¢do com 20% de
extrato ¢ o pH acido das formulagdes ativas, nao sdo apenas limitagdes, mas achados cientificos
valiosos que estabelecem os parametros criticos para futuras otimizagdes. Assim, este trabalho
nao sé alcangou seu objetivo principal, mas também mapeou o caminho para a transformacgao
de um extrato natural em um produto farmacéutico viavel.

A relevancia terapéutica desta formulagdo reside na sua capacidade de veicular um
complexo de fitoquimicos com notavel potencial para o tratamento de feridas com componente
inflamatorio e imunologico, como as ulceras diabéticas. Dentre os compostos identificados no
extrato de L. ferrea, o 4cido eldgico e a corilagina (um elagitanino) emergem como substancias
de particular interesse. O acido elagico ¢ um potente antioxidante e anti-inflamatorio, capaz de
neutralizar o estresse oxidativo e suprimir citocinas que perpetuam a inflamagdo cronica na
ferida diabética. A corilagina, por sua vez, possui atividade imunomoduladora, com potencial
para influenciar o comportamento de macrofagos, células-chave cujo desequilibrio funcional
impede a progressdo da cicatrizagdo. A microemulsdo A/O desenvolvida serve como um veiculo
ideal para entregar essa combinagdo sinérgica de ativos, protegendo-os e potencializando sua
chegada ao microambiente cutaneo.

Com base nos resultados positivos da formulacio ME 10%, a perspectiva de avango
para estudos biologicos ¢ clara e promissora. O proéximo passo mandatdrio € a otimizagdo da
formulag@o, com foco no ajuste do pH para uma faixa fisiologicamente compativel (4,5-5,5),
garantindo a seguranca e a tolerabilidade cutanea. Uma vez obtida essa formulagdo otimizada
e segura, projeta-se um futuro estudo in vivo para avaliar sua eficécia cicatricial, utilizando um
modelo de ferida excisional em ratos com diabetes induzido.

A comprovacao de que a formulacdo otimizada acelera a cicatrizagdo e promove a
transi¢do de um perfil inflamatorio para um perfil pro-reparador forneceria a evidéncia pré-
clinica necessaria para consolidar o extrato de L. ferrea, veiculado nesta microemulsdo, como

uma nova e valiosa terapia derivada da biodiversidade amazonica.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

As principais limitagdes deste trabalho sdo a instabilidade da formulagdao com 20% de
extrato e o pH acido das formula¢des com 10% e 20%. As perspectivas futuras devem, portanto,
centrar-se na resolugao desses problemas:

Otimizacdo da Formulacio: Explorar diferentes sistemas tensoativos ou propor¢des
para melhorar a estabilidade em maiores concentragdes de extrato.

Estratégias de Ajuste de pH: Implementar e avaliar métodos para a corre¢do do pH
das formulagdes para uma faixa fisiologicamente aceitavel. Isso pode envolver o uso de agentes
alcalinizantes ou sistemas tampao na fase aquosa antes da emulsificagdo, com uma reavaliagao
completa da estabilidade, tamanho de particula, PDI e potencial zeta pos-ajuste.

Avaliacdo da Seguranca Cutinea: Apds a otimizacdo do pH, realizar testes de
irritabilidade cutanea in vitro para validar a seguranga da formulagao final.

Estudos de Liberacao e Permeacio: Investigar a liberagdo e a permeacao dos ativos a
partir da formulagao otimizada.

Investigacdo da Atividade Imunomoduladora in vivo: Com uma formulacio
otimizada, estavel e segura, proceder com os ensaios em modelos celulares para avaliar seu
impacto em mediadores inflamatérios e células do sistema imune, além de avaliar o perfil
imunomodulatorio estimado pela dosagem de citocinas. Tal estudo poderia incluir: (i) a analise
macroscopica da taxa de contragdo da ferida ao longo de 14 a 21 dias; (ii) a andlise
histologicapatologica para avaliar a qualidade do novo tecido, quantificando a reepitelizagdo, a
deposicao de colageno (por coloragdo de Tricromico de Masson) e a angiogénese; e (iii)
crucialmente, a analise imuno-histoquimica para investigar os mecanismos imunomoduladores,
através da marcacdo de macréfagos de fendtipo M1 (ex: iNOS+) e M2 (ex: Arginase-1+ ou

CD206+) no tecido cicatricial
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