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RESUMO

MARTIN, B. A. Avaliacéo da efetividade e seguranca de uma nova formulacéo de
Cold Cream em pacientes portadores de dermatite atdpica. 2019. 093f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A dermatite atopica (DA) é uma inflamacéo cronica da pele que geralmente provoca
prurido intenso e lesbes eczematosas. A auséncia de tratamentos seguros e eficazes
faz com que o tradicional Cold Cream, creme agua-em-6leo composto por cera de
abelha e boérax seja usado na pratica clinica para aliviar os sintomas da DA. Séo
poucos, no entanto, os estudos cientificos que comprovam sua eficacia. Além disso,
sua formulacao oficinal, o Cold Cream Farmacopeico, apresenta baixa estabilidade.
O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar formulacdes de Cold Cream
estaveis e entender sua contribuicdo no tratamento da DA. Para tanto, o impacto da
pureza da cera de abelha que comp8e 0s cremes nas caracteristicas mecanicas, de
textura e reologicas foi investigado. Com a identificacdo de componentes da propolis
verde na cera de abelha bruta, suas propriedades anti-inflamatorias foram avaliadas
in vitro e comparadas aquelas de um extrato de prépolis verde padronizado. O efeito
do uso do Cold Cream, adicionado ou ndo de propolis na mesma concentracdo que a
presente na cera de abelha bruta, na qualidade de vida, gravidade da doenca e
hidratacdo da pele de pacientes com DA do Hospital das Clinicas da FMRP-USP
(CAAE 83521418.5.0000.5403) também foi estudado. A identificacdo dos
componentes majoritarios das ceras de abelha bruta e purificada foi realizada por
CG/MS. Componentes caracteristicos da propolis verde foram separados por HPLC
na cera bruta, e o artepelin C, marcador da prépolis, quantificado. O tratamento de
cultura de macréfagos (AMJ-2), estimulados com LPS, com 6,25 a 25 ug/mL de extrato
metandlico da cera de abelha bruta, relativos a 3,5 a 14 ng/mL de artepelin C, resultou
na reducdo significativa dos niveis de IL-6 e TNF-a, sugerindo um efeito anti-
inflamatério do extrato da cera de abelha bruta. Cremes preparados com
estabilizantes e a cera de abelha bruta (Cold Cream B.) ou purificada (Cold Cream
P.), esta ultima acrescida ou ndo de 2,3 mg/100 g de prépolis verde (Cold Cream P.
+ Propolis), mantiveram suas caracteristicas reoldgicas e organolépticas durante os
60 dias de armazenamento. O Cold Cream Farmacopeico, por outro lado, apresentou
alteracbes no comportamento reoldgico e separacédo de parte da fase oleosa ja apos
30 dias. Esse Cold Cream, no entanto, também preparado com cera de abelha
purificada, apresentou propriedades mecanicas e de bioadesdo semelhantes as
apresentadas pelos Cold Cream P. e Cold Cream P. + Propolis. O Cold Cream B., por
sua vez, apresentou dureza e compressibilidade quase 3 vezes menores do que 0s
cremes feitos com a cera purificada, além de maiores valores de coesividade, forca e
trabalho de bioadeséo. No estudo clinico, o Cold Cream apresentou, de forma geral,
capacidade de evitar a agudizacdo da doenca. A avaliacdo do conjunto de
instrumentos aplicados para cada paciente sugeriu que a adicdo de uma pequena
concentracéo de propolis no Cold Cream melhorou a qualidade de vida do paciente,
hidratac&o e gravidade da doenca.

Palavras-chave: dermatite atépica, Cold Cream, extrato de prépolis verde.



ii

ABSTRACT

MARTIN, B. A. Evaluation of the effectiveness and safety of a new formulation of
Cold Cream in patients with atopic dermatitis. 2019. 093f. Dissertation (Master).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disorder, frequently characterized
by severe itching and eczematous lesions. The traditional Cold Cream, an water-in-oil
cream made up by beeswax and borax, is used in the clinical practice to relieve AD
symptoms, although its effectiveness has not scientifically been proved. Furthermore,
the officinal formula of this cream, the Cold Cream Pharmacopoeia, presents a low
physical stability. Therefore, this work aimed to prepare and characterize stable Cold
Cream formulations and understand how Cold Cream can contribute with AD
treatment. The influence of beeswax purity of the creams on the mechanical, texture
and rheological characteristics was investigated. The components of the green
propolis present in raw beeswax were identified and anti-inflammatory properties were
investigated in vitro and compared to a standardized extract of green propolis. The
effect of using propolis-free and propolis-added (at the same concentration as raw
beeswax) Cold Cream formulations on life quality, disease severity and skin hydration
of AD patients from the FMRP-USP Hospital das Clinicas (CAAE
83521418.5.0000.5403) was also assessed. Identification of the major components of
the raw and purified beeswaxes was carried out using GC/MS. Artepelin C, the main
marker of propolis, was quantified using HPLC after separation of the representative
components of green propolis from the raw beeswax. Methanolic extract of raw
beeswax ranging from 6.25 to 25 ug/mL, which respectively corresponds to artepelin
C concentrations from 3.5 to 14 ng/mL, was used to treat AMJ-2 macrophage culture
previously stimulated with LPS. The results showed a significant reduction in IL-6 and
TNF-a levels, suggesting an anti-inflammatory effect of the beeswax extract. The raw
beeswax cream (Cold Cream B.), the propolis-free purified-beeswax cream (Cold
Cream P.) and the propolis-added purified-beeswax cream (Cold Cream P. + Propolis)
were stable in terms of rheology and sensorial characteristics over a 60-day storage
period. Conversely, Cold Cream Pharmacopoeia showed changes in rheological
characteristics along with oil phase separation after 30 days. The Cold Cream
Pharmacopoeia prepared with purified beeswax presented mechanical and
bioadhesion properties similar to those of the Cold Cream P. and Cold Cream P. +
Propolis. On the other hand, Cold Cream B. showed hardness and compressibility
properties decreased by 3 times and cohesiveness and bioadhesion strength
properties increased when compared to the purified-beeswax prepared creams.
Human clinical study showed that Cold Cream prevented worsening of AD. In addition,
the analysis of the evaluative instruments used in clinical study suggested that the
addition of small concentration of propolis to the Cold Cream improved the life quality
of patients, skin hydration and disease severity.

Keywords: atopic dermatitis, Cold Cream, extract of green propolis.
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1 INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA) ou eczema atopico € uma doenca inflamatoria crénica
da pele associada a atopia com evolugbes em surto (FLOHR; MANN, 2014). Os
sintomas mais comuns associados a doenca sao o prurido intenso em determinados
locais da pele e lesbes eczematosas com evolucdo ciclica (HANIFIN; RAJKA, 1980).
Na fase aguda da doenca, essas lesbes aparecem como edemas e eritemas mal
definidos, enquanto que na fase crbnica elas se tornam mais definidas, liquinificadas
e descamativas, localizadas principalmente em regiées de dobras do corpo. Além
disso, pacientes com a doencga apresentam intensa xerose (ANTUNES et al., 2017;
CASTRO et al., 2006).

A fisiopatologia da DA envolve mdltiplas etiologias inter-relacionadas, como
fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos, que acometem a fungdo barreira da
pele, conferida especialmente pelo estrato cérneo, e desencadeiam respostas
inflamatérias (POWER et al., 2015; CASTRO et al., 2006).

Assim, o0 estrato cérneo do paciente atdpico sofre alteracdes nas cadeias
lipidicas e conteudo de agua, ocasionando xerose e aumento do pH. Acredita-se que
essas alteracbes sejam ocasionadas principalmente pela deficiéncia de filagrina,
proteina essencial para a formacéo do estrato cérneo, e pela organizacdo da matriz
lipidica, com ceramidas com tamanho de cadeias e proporcdes distintas da pele
saudavel (ANTUNES et al., 2017).

O estrato corneo alterado do paciente com DA leva a um aumento da perda de
agua transepidérmica e consequente desidratacdo da pele (PROKSCH; JENSEN;
ELIAS, 2003). Os terminais dendriticos das células de Langherans, presentes na
epiderme viavel, também ficam mais expostos a antigenos que normalmente nao
seriam capazes de atravessar 0 estrato corneo, desencadeando respostas
inflamatoria e imune exacerbadas (CASTRO et al.,, 2006; SILVERBERG; WONG;
YOSIPOVITCH, 2016). A resposta inflamatéria culmina na producao de anticorpos IgE
e na liberacdo de diversas interleucinas (IL), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y) (BATISTA et al., 2015; CASTRO et al.,, 2006; LEUNG;
BOGUNIEWICZ, 2003; BRUNNER; YASSKY; LEUNG, 2017). A pele do paciente com
DA apresenta ainda deficiéncia de peptideos antimicrobianos responsaveis pela
defesa do organismo contra a invasdo de bactérias, virus e fungos. Sendo assim,

pacientes com DA apresentam maior facilidade em desenvolver infeccbes



microbianas (CASTRO et al., 2006).

Por ser uma doenca recidivante, o tratamento da DA esta relacionado a
reducdo dos sinais e sintomas da doenca (CASTRO et al., 2006). A administracéao
topica de cremes nas lesbes é a principal forma de tratamento. Esses cremes podem
conter corticosteroides ou inibidores de calcineurina, que causam efeitos adversos,
tais como foliculite, estrias, atrofia cutanea e hipopigmentacdo (SCHIMMER,;
PARKER, 2005; CASTRO et al., 2006), além de apresentarem alto custo. Além disso,
como o quadro da DA é de dificil controle, o uso de corticosteroides por um tempo
prolongado torna a préatica ndo segura (ODEDRA, 2014).

Diante disso, levando em consideracdo o carater de cronicidade da DA
(HARPER et al., 2001), sdo necessérias alternativas terapéuticas que retardem o
aparecimento das lesfGes e evitem os periodos de crise da doenca. Assim, para
proteger a pele e ainda evitar 0 uso constante de corticosteroides e inibidores de
calcineurina, a aplicacdo topica de creme base, néo adicionado de farmacos, pode ser
considerada uma abordagem terapéutica segura. Ela ainda tem o potencial de
melhorar o curso da doenca, pois pode aumentar a hidratacdo do estrato cérneo e
restabelecer a fungéo da barreira cutanea.

O Cold Cream é uma das formas farmacéuticas dermatologicas mais antigas
gue se tem noticia, desenvolvida no século Il por Galeno. Ele € uma emulsdo semi-
sélida do tipo agua-em-o6leo cuja formulacao classica oficinal, descrita na Farmacopeia
Brasileira, é constituida basicamente por cera de abelha, 6leo mineral, agua e bérax
(ANVISA, 2012). Por possuir elevado teor de lipidios, esta forma farmacéutica € usada
em situacdes em que se requer alta emoliéncia, como na psoriase e na DA, afeccdes
cutaneas essas caracterizadas por ressecamento intenso da pele (BEHESHTIA et al.,
2013; ROMAY; FRANCO; MALDONADO, 1991; EHSANI et al., 2011; KIKUCHI;
TAGAMI, 2008).

A efetividade do uso de Cold Cream no tratamento de pacientes com DA vem
sendo observada na clinica (KOPPES et al.,, 2016), mas com poucos estudos
relatados na literatura cientifica (KIKUCHI; TAGAMI, 2008).

A Farmacia Ensino da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da USP avia, desde 1979, o Cold Cream para pacientes com DA. Ha
aproximadamente dois anos a formulacdo do Cold Cream Farmacopeico,

originariamente aviada, foi modificada com o intuito de aumentar sua vida de



prateleira. A nova formulagdo foi denominada Cold Cream B. e apresenta em sua
composicao, além da cera de abelha, do 6leo mineral e do borax, a vaselina sdlida, a
manteiga de cacau e o alcool cetoestearilico como agentes de consisténcia, e o0 alcool
cetoestearilico etoxilado e 0 monoestearato de glicerila como agentes emulsificantes
e estabilizantes. Apesar da maior variedade de material graxo, a porcentagem de fase
oleosa é semelhante aquela que compde o Cold Cream Farmacopeico. No entanto, a
cera de abelha utilizada no Cold Cream B. nado € purificada, sendo aqui denominada
de cera de abelha bruta. Por passar por menos processos de purificagdo, a cera de
abelha bruta pode apresentar propolis em sua composicdo, conferindo a formulagéo
possiveis propriedades anti-inflamatoérias e antioxidantes (LUSTOSA et al., 2008)
(MARQUELE et al., 2006; OSKOUEI; NAJAFI, 2013).

Com o aviamento do Cold Cream B. em substituicio ao Cold Cream
Farmacopeico pela Farmacia Ensino houve um aumento da demanda de produgéo,
visto que a maioria dos pacientes com DA relataram melhora dos sinais e sintomas
caracteristicos da doenca ap0s utilizacdo do Cold Cream B.

Desta forma, quatro hipéteses foram levantadas para explicar a melhora da DA
com o uso do Cold Cream B. em relagéo ao uso do Cold Cream Farmacopeico:

1) Aperfeicoamento das caracteristicas mecanicas, de textura, bioadeséo e
reolégicas do creme, resultando em maior aceitacdo pelo paciente;

2) Maior reposicdo do conteudo graxo do estrato cérneo, com aumento das
propriedades de barreira da pele;

3) Influéncia da prépolis, que pode estar presente na cera de abelha bruta, na
resposta anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana conferida pelo uso do creme
na DA, resultando em melhora da leséo;

4) Impacto da efetividade do creme na evolucao da DA.

Assim, no presente trabalho, foram preparadas e caracterizadas as duas
diferentes formulacdes do Cold Cream, o Farmacopeico e o B., além de uma outra
formulacdo composta pelos mesmos componentes do Cold Cream B., mas preparada
com cera de abelha purificada (Cold Cream P.), para avaliar a influéncia da nova
formulacédo e da cera de abelha bruta nas propriedades do creme. O Cold Cream P.
foi ainda acrescido de extrato de propolis verde (Cold Cream P.+ Propolis) para

investigar a influéncia in vivo desta substancia no tratamento da DA.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESTRUTURA DA PELE HUMANA

2.1.1 Anatomia da pele

A pele representa 15% do peso corporal total, por esse motivo € considerada o
maior orgao do corpo humano. Sua principal funcéo é a de proteger o organismo dos
fatores externos, agindo como uma barreira protetora complexa contra entrada de
substancias e patdgenos externos. Sua camada mais externa, o estrato corneo, tem
ainda a capacidade de evitar a perda excessiva de agua transepidermal (PETRILLI;
LOPEZ, 2018; LEE; JEONG; AHN, 2006).

A pele pode ser dividida em duas camadas distintas, a epiderme e a derme.
Essa ultima é acompanhada de um tecido subcuténeo, a hipoderme, que confere a

pele suporte e resisténcia mecéanica (Figura 1).

Figura 1 - Representacao esquematica da anatomia da pele humana (A), com ampliagdo do estrato
cérneo, mostrando a estrutura dos cornedcitos organizada em clusters na forma hexagonal e a matriz
lipidica, com o modelo de “tijolo e argamassa” (B).
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A epiderme é, de fora do organismo para dentro, a primeira camada da pele,
caracterizada como um epitélio estratificado escamoso. Sua espessura pode variar de
acordo com a parte do corpo, sendo geralmente mais fina nas palpebras e mais grossa
nas palmas das maos e sola dos pés (LEMOS et al., 2018). Aproximadamente 95%
de sua composicdo é de queratindcitos que estdo em continua renovacdo e
diferenciacéo, organizados, didaticamente, em duas subcamadas: estrato cérneo e
epiderme viavel.

A epiderme viavel é um tecido avascular, onde os queratindcitos se
diferenciam, a partir da derme, formando os estratos basal, espinhoso e granuloso
(Figura 1). Cada camada € definida em relacdo a morfologia, posicdo e estado de
diferenciacdo dos queratindcitos (MENON, 2002; BAROLI, 2010). Conforme se
diferenciam, essas células se queratinizam até formarem os cornedcito, células
mortas que compdem o estrato cérneo. Melandcitos e células imunoldgicas, como as
células de Langerhans, também estédo presentes na epiderme viavel (BASLER et al.,
2016).

O estrato corneo é a camada mais superficial da epiderme, de espessura fina,
de cerca de 10 a 20 ym (JOHNSON; BLANKSCHTEIN; ANGER, 1997). Possui
caracteristicas lipofilicas e é a principal barreira da pele para protecdo do organismo
contra fatores externos e prevencdo da perda excessiva de agua transepidermal. Os
cornedcitos que o compdem sao células anucleadas e achatadas, que se organizam
na forma de clusters hexagonais, formados com até 12 cornedcitos (CEVC, 2004). As
células sdo conectadas por corneodesmossomos, envoltos por filamentos de
gueratina, fornecendo uma camada impermeavel a agua (KUBO et al., 2013).
Circundando os cornedcitos tem-se uma matriz lipidica composta por ceramidas,
colesterol e acidos graxos livres capazes de reter agua na pele formando uma
estrutura organizada em bicamadas (Figura 1B) (SMEDEN; BOUWSTRA, 2016;
FEINGOLD, 2009). Os cornedcitos sédo ainda envoltos por um envelope cornificado

composto por uma proteina denominada de filagrina (Figura 2).



Figura 2 - Representacéo ilustrativa da composicao do estrato crneo mostrando a presenca da
proteina filagrina no envelope cornificado.

Corneodesmossomos

Matriz lipidica -

Corneocitd ‘ﬁ

n rnifi I
Corneocdesmossomos Envelope comnificado |

[

Filagrina
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A filagrina tem a funcdo de manter a estrutura e integridade do estrato cérneo
(KALILIN; KAJAVA; STEINERT, 2002; SIMON et al.,, 1996; ARMENGOT-CARBO,;
MARTIN; TORRELO, 2015). Derivada da profilagrina, que é uma poliproteina de
aproximadamente 500 kDa, a filagrina tem em torno de 35 kDa e se reticula ao
envelope lipidico que circunda os cornedcitos. A filagrina € degradada pelas enzimas
caspase 14, peptidil arginina-desiminases ou bleomicina hidrolase, originando &cido
urocéanico e acido pirrolidona carboxilico, esses presentes na composicéo do fator de
hidratac&o natural (FHN), importantes em manter a hidratacdo adequada e baixo pH
da pele (CANDI; SCHMIDT; MELINO, 2005).

Logo abaixo da epiderme viavel tem-se a derme. O estrato basal esté
conectado a ela por meio de proteinas, como laminina e colageno IV. A derme é
altamente vascularizada por vasos linfaticos e sanguineos, sendo capaz de realizar a
nutricdo, suprimento de oxigénio na pele e transporte rapido de substéncias para a
circulagéo sistémica. E formada principalmente por fibroblastos, onde colageno e
elastina séo produzidos (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999), conferindo elasticidade e flexibilidade a pele (BAROLI, 2010).

Vérias estruturas adjacentes a pele, como glandulas sudoriparas, glandulas
sebaceas e foliculo piloso sdo originadas na derme (LAI-CHEONG; MCGRATH,
2013). Além disso, células do sistema imunolégico, como linfécitos, mastocitos,

macrofagos, células T e B também estdo presentes nesta camada da pele.



Finalmente, a hipoderme ou camada subcutanea é um tecido localizada abaixo
da derme. E composta por tecido conjuntivo fibroso, fibroblasto e adipécitos, com
capacidade de armazenar gordura e contribuir para a manutencdo da temperatura
corporal (BASLER et al., 2016; PLANZ; LEHR; WINDBERGS, 2016).

2.2 DERMATITE ATOPICA

A dermatite atépica (DA) ou ezcema atopico é uma doenca inflamatdéria crénica
da pele com evolugbes em surto (FLOHR; MANN, 2014). Ela ndo é uma doenca
contagiosa, mas apresenta amplas variagcbes em suas manifestacdes clinicas,
acometendo diferentes regides do corpo (SHARMA, 2001). E caracterizada
principalmente por lesbes eczematosas e pruridos intensos com evolugdes ciclicas de
piora e melhora. Geralmente se manifesta em criancas desde a primeira infancia, mas
em cerca de 1-3% dos pacientes aparece apenas na fase adulta (ORFALI et al., 2013;
BATISTA et al., 2015; HANIFIN; RAJKA, 1980). Sua localizacdo e disseminac¢ao varia
de acordo com a faixa etaria do paciente (HANIFIN; RAJKA, 1980) (Figura 3). Na fase
infantil, a partir do terceiro més de vida, é caracterizada principalmente por eritema e
papulas localizadas na face. Ja na fase pré-puberal, a partir dos dois anos de idade
até a puberdade, as lesbes eritematosas sao substituidas gradualmente por
liguenificagéo e localizadas na maioria das vezes nas dobras dos cotovelos, joelhos,
tornozelo, pescogo e pulso. Na fase adulta apresenta liquenificagéo localizada nas

regides flexurais do pescoco, bragos, pernas e maos (CASTRO et al., 2006).

Figura 3 - Lesdes caracteristicas da DA localizadas em diferentes regides do corpo, dependentes da
faixa etaria: (A) lesbes na face na fase infantil, (B) lesGes eritomatosas nas dobras na fase pré-puberal
e (C) lesbes liquinificadas na fase adulta.

Fonte: (ANTUNES et al., 2017).

No Brasil, segundo o censo realizado pela Sociedade Brasileira de



Dermatologia, a DA é a 112 doeng¢a dermatolégica mais comum. Um levantamento
realizado em 23.422 criancas de seis a sete anos e 58.144 adolescentes de 13 a 14
anos verificou que a prevaléncia da DA ocorre em 5,3 a 13% dos pacientes de seis a
sete anos e em 3,9 a 7,9% em pacientes de 13 a 14 anos de idade (SOLE et al., 2006).
Sua prevaléncia vem aumentando, sendo que, nas ultimas trés décadas, o aumento
foi de duas a trés vezes, afetando 18% das criancas e 5% dos adultos. Os possiveis
motivos do aumento da prevaléncia das doencas alérgicas, como a DA, sao fatores
hereditarios, imunologicos e ambientais (CASTRO et al., 2006).

A maioria dos pacientes que apresentam DA manifestam também outras
atopias. Essas manifestacfes estdo relacionadas com o conceito de marcha atépica
(Figura 4), o qual correlaciona a histéria natural de doencas alérgicas que acometem

0 paciente, como asma, rinite, alergia alimentar e eczema, com sua idade.

Figura 4 - llustracdo da incidéncia das doencas presentes na marcha atopica.
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Fonte: Adaptado de (DAVIDSON et al., 2019).

Estudos longitudinais mostram uma maior prevaléncia da DA nos primeiros
anos de vida (até 20%), podendo esta ser acompanhada de sensibilizagdo por
diversos alimentos, como proteina do leite de vaca, amendoim e ovo. Com o passar
dos anos, sua prevaléncia cai significativamente. Apos aproximadamente 7 anos de
idade, o quadro de DA pode ser sucedido por uma sensibilizacdo a acaros
domiciliares, pélos de animais, entre outros, até que posteriormente o paciente
manifeste episodios de infec¢des virais das vias aéreas posteriores (Figura 4)
(CASTRO et al., 2006; THOMSEN, 2015).

Os sinais e sintomas da DA acabam por causar transtornos psicossociais e



financeiros aos pacientes e sua familia. Diagnésticos de ansiedade, depresséo e
estresse séo bastante comuns (MULLER; RAMOS, 2004). As condi¢des psiquiatricas
ocorrem devido a cronicidade da DA e a propria aparéncia das lesbes que a
acompanham, principalmente na fase de agudizacdo, causando sentimentos de
vergonha, baixa autoestima e humilhacdo (TAYLOR; BEWLEY; MELIDONIS, 2006).
Nos EUA, o impacto financeiro da DA é de quase US$ 1 bilhdo por ano, sendo que
84% dos pacientes relatam dificuldade em dormir, diminuicéo das atividades escolares
e no trabalho e, mais de um terco dos pacientes, se sentem envergonhados com a
sua aparéncia (CAROLL et al., 2005; MANCINI; KAULBACK; CHAMLIN, 2008).

Para o diagnéstico da DA leva-se em consideracdo a histéria completa e
detalhada do paciente, de forma a analisar principalmente as doencas respiratérias e
histéricos familiares, além do exame clinico, com identificacdo de sinais e sintomas
especificos. Caso haja alguma duvida, a bidpsia cutanea é realizada. Vale ressaltar
gque pacientes com DA podem apresentar dermatite de contato associada ao eczema
atopico. As possiveis causas sao avaliadas com a realizacdo do teste de contato
(patch test) (ANTUNES et al., 2017). A recidiva, distribuicdo e aspecto das lesdes
conforme a faixa etaria do paciente e o comprometimento que a DA causa em sua
gualidade de vida, sdo de extrema importancia para o diagndstico e para a
classificacdo da doenca.

A DA pode ser classificada como leve, moderada ou grave. Na DA leve, sdo
observadas clinicamente areas xerGticas, prurido ndo muito frequente, com ou sem
presenca de areas inflamadas e pequeno impacto nas atividades diérias, sono ou nas
atividades psicossociais. Na moderada, sdo observadas além das areas xeroticas,
prurido frequente associado a inflamagéo, com ou sem sinais de escoriacfes, areas
localizadas de espessamento da pele, moderado impacto nas atividades diarias e
psicossociais e distlirbios do sono frequentes. Finalmente, na DA grave, a area
xerotica apresenta-se difusa, com prurido constante e associado a inflamacao, com
ou sem sinais de escoriacdes, pele espessa com sangramentos, liquenificacdo e
alteracOes da pigmentacao, limitacdo das atividades diarias e psicossociais e noites
de sono perdidas (GRIFFITHS et al., 2016).

A forma mais utilizada para classificar a DA € por meio de pontuagfes que
levam em consideracéo os sintomas objetivos e subjetivos da doenca. Um instrumento

utilizado para tanto € o Escore da Dermatite Atopica (do inglés Scoring Atopic
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Dermatitis), conhecido como SCORAD. Ele confere pontos para a extensdo e
gravidade da doenca, perda de sono e intensidade do prurido (KUNZ et al., 1997).
Dependendo da pontuacéo final obtida o médico classifica a doenca como leve,

moderada ou grave.

2.2.1 Alteracdes na funcao barreira derivadas da DA

A fisiopatologia da DA ainda ndo esta totalmente esclarecida, porém sabe-se
gue ela envolve multiplas etiologias relacionadas entre si, como fatores ambientais,
genéticos e imunolégicos, que acabam por acometer a ativacdo do sistema
imunoldégico, inflamatério e causar alteracées na funcao da barreira da pele (CASTRO
et al., 2006).

Como ja relatado, o estrato cornéo, camada mais externa da pele, possui como
funcdo proteger o organismo contra agentes externos. Uma vez comprometido,
possibilita 0 acumulo e entrada desses agentes na pele. Esse comprometimento pode
ser ocasionado pela deficiéncia da filagrina e de ceramidas, alteracdes nas cadeias
lipidicas e aumento da desidratacdo da pele atopica (BENEDETTO; KUBO; BECK,
2012; MARGOLIS et al., 2012).

Devido a deficiéncia da filagrina e de ceramidas, as quais ainda apresentam
cadeia carbbnica mais curta do que as ceramidas que compde a pele saudavel, ha
uma desregularizacédo na producédo dos acidos urocanico, pirrolidona, hidratacao e pH
da pele do atopico. Com isso, a pele do paciente atdpico apresenta elevada
desidratacéo e elevado pH. Essas alteragbes favorecem a exposi¢céo dos terminais
dendriticos das células apresentadoras de antigenos, como as células de Langerhans,
guando comparadas as células sadias. Assim, agentes patégenos, como bactérias,
mais comumente Staphylococcus aureus, e alérgenos, penetram na pele com mais
facilidade e sdo capturados pelas células apresentadoras de antigenos,
desencadeando uma resposta inflamatdria e uma reacao exarcebada nos linfonodos
(KOBAYASHI et al., 2015).

A resposta inflamatéria desencadeada ativa o linfocito T auxiliar (LT CD4+),
atrai mastécitos e promove a liberacdo de histaminas. A pele passa a apresentar-se
entdo avermelhada, com prurido e quente. Os mastécitos sdo diferenciados em
macrofogos, culminando na liberacéo de diversas citocinas inflamatorias, incluindo IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17a, TNF-a e IFN-y (BATISTA et al., 2015).
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A pele do atopico apresenta também deficiéncia de peptideos antimicrobianos
(AMP). Esses sao responsaveis pela protecdo do organismo contra a invasao de
fungos, virus e bactérias. Assim, a pele do paciente com DA apresenta maior
facilidade em desenvolver infec¢des microbianas (CASTRO et al., 2006).

Sendo assim, € de extrema importancia para pacientes portadores de DA
protejam a pele para evitar o desencadeamento de reacdes imunolbgicas e
contaminacédo (GU et al., 2001; WASSERBAUER; BALLOW, 2009). Essa protecéo
pode ser feita, por exemplo, com o uso de cremes hidratantes, os quais podem auxiliar
na recomposicao da fungéo barreira da pele.

Como a DA néo tem cura, 0 seu tratamento esta relacionado com a reducéo
dos sinais e sintomas da doenca. Assim, para evitar o prurido sdo administrados anti-
histaminicos. O controle da inflamacao é feito com a administracéo de corticosteroides
e até mesmo de imunossupressores, como de inibidores de calcineurina (MORE;
NANDGUDE; PODDAR, 2016; CORREA; NEBUS, 2012). Para evitar os periodos de
fase aguda e auxiliar na contencdo de seus sintomas, o0 paciente € aconselhado a
manter sempre a pele hidratada.

O papel da utilizacdo de hidratantes no paciente atdpico visa a emoliéncia e
hidratagdo do estrato cérneo e consequente reconstituicdo da barreira cutanea. Os
hidratantes mais indicados sdo aqueles desenvolvidos especificamente para paciente
com DA, os quais apresentam em sua composi¢do substancias emolientes e
componentes lipidicos que se encontram alterados na pele, como ceramidas, acidos
graxos e colesterol (WOLLENBERG et al, 2016). Associado ao hidratante,
compressas Umidas, conhecidas como wet wrap, também sédo recomendadas (Figura
5). Nesses casos, 0 paciente veste uma roupa justa Umida sobre o hidratante e, por
cima desta, uma outra veste seca (PALLER; MANCINI; HURWITZ, 2016; DEVILLERS;
ORANJE, 2012).
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Figura 5 - llustracdo da aplicagdo de compressas Umidas (wet wrap), sobre a pele hidratada com um
creme, em pacientes com DA.

Fonte: (DEVILLERS; ORANJE, 2012).

Para evitar agressdes a pele, recomenda-se que 0s pacientes evitem 0 uso
excessivo de sabonete, o banho prolongado e quente, o uso de bucha, produtos
guimicos e cremes com fragrancia, as quais podem estimular reacdes alérgicas
(CASTRO et al., 2006).

Pacientes com DA grave, que nao respondem positivamente ao tratamento
topico, séo tratados também por via sistémica, com corticoides ou imunomoduladores.
Dentre os imunoduladores administrados por via sistémica pode-se destacar a
cicloscoporina, o metotrexato e a azatioprina. E necessario monitorar periodicamente
0s niveis séricos e a funcao renal desses pacientes (CARVALHO et al., 2017).

Os tratamentos com corticoides sistémicos, imunomoduladores e corticoides
topicos sao frequentes, porém o seu uso a longo prazo deve ser cauteloso devido aos
efeitos adversos que provocam (SCHMITT et al., 2010). Corticoides topicos podem,
por exemplo, causar taquifilaxia, estrias, dermatite perioral, dispigmentacédo e atrofia
da pele (HILL; ROSTENBERG, 1978). Portanto, para evitar o uso continuo de
medicamentos, a aplicagdo tépica de cremes base, sem farmaco, é bastante
recomendadas na clinica (AOYAMA et al., 1995). A composicao desses cremes pode

conter lipidios que auxiliem na reconstituicdo do estrato corneo (SENYIGIT; OZCAN,;
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OZE, 2012; WOLLENBERG et al., 2016).

2.3 CREMES

Cremes sdo emulsBes semi-solidas constituidas por dois meios imisciveis
dispersos um no outro com o auxilio de agentes emulsionantes. Quando uma fase
oleosa esta dispersa numa fase aquosa continua tem-se um creme do tipo 6leo-em-
agua (O/A). Por outro lado, quando a fase oleosa € a fase dispersante e a fase interna
aquosa esta nela incorporada na forma de goticulas tem-se um creme do tipo 4gua-
em-oleo (A/O) (Figura 6).

Figura 6 - Esquema ilustrativo das emulsfes 6leo-em-agua (A) e agua-em-6leo (B).

/ A _ Agu\a / B OIQ

B |Oleo Agua

. A 4

Fonte: Autoria prépria.

A maioria dos cremes disponiveis no mercado € do tipo O/A. Isso porque a fase
aguosa externa facilita a espalhabilidade e diminui a sensacdo de oleosidade que
ocorre com os cremes do tipo A/O. Esses ultimos, no entanto, contém uma maior
porcentagem de material oleoso, bastante requerido para a pele do paciente atopico.
Sendo assim, tradicionalmente, o creme mais recomendado para uso em pacientes
com DA é o Cold Cream.

Carregando fundamentalmente as caracteristicas de sua fase externa, o Cold
Cream apresenta elevado teor graxo, sendo dessa forma usado em situagcdes que se
exigem alto poder de emoliéncia, tais como rachadura de calcanhar, joelhos e
cotovelos secos, maos e bracos de profissionais como pedreiros e pintores, e ainda
em afeccdes cutaneas caracterizadas por ressecamento intenso, com ou sem
descamacdo como, por exemplo, psoriase, queimadura, sarna e a DA (BEHESHTIA
et al., 2013; ROMAY; FRANCO; MALDONADO, 1991; EHSANI et al., 2011; KIKUCHlI,
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TAGAMI, 2008). Clinicamente, acredita-se que o Cold Cream forme uma pelicula
oleosa na superficie da pele, evitando a perda de agua transepidermal, diminuindo
assim a desidratacdo. Além disso, devido ao elevado teor de fase oleosa também se
supbe que ele reponha o conteddo lipidico da barreira cutanea alterada do paciente
atopico, e tenha acdo emoliente. Sua aplicacdo pode, ainda, tornar o manto
hidrolipidico da pele mais estavel e evitar a descamacao da pele e a desidratacéo
(CASTRO et al., 2006).

Para assegurar os beneficios do arranjo dos lipidios no creme A/O e sua melhor
interacdo com o0 estrato cOrneo é necessario que o creme se mantenha estavel
durante o periodo de armazenamento até o uso. Uma emulsdo estavel é aquela que
mantém as mesmas caracteristicas iniciais com o passar do tempo. A estabilidade do
Cold Cream é alcancada pela combinacdo de agentes emulsionantes com equilibrio
hidréfilo-lipofilo adequado para emulsificar a fase aquosa na alta e distinta proporgao
de lipidios que compdem a fase oleosa. Os tamanhos médios das goticulas da fase
interna devem se manter constante durante o armazenamento, sem apresentar
fendbmenos de instabilidade fisica, como floculagdo, cremagem, coalescéncia e, na
pior das hipoteses, separacdo total das fases, ou quebra, da emulsdo (FRANZOL;
REZENDE, 2015) (Figura 7). Apesar de reversiveis, 0os processos de floculacdo e
cremagem acabam por facilitar o fenbmeno da coalescéncia, esse irreversivel, e
devem ser evitados (FRANZOL; REZENDE, 2015).

Figura 7 - llustracéo dos tipos de fendmenos de instabilidade que podem ocorrer em emulsdes do tipo
AJO.

A
Coalescéncia
B
Emuisio
primaria:
£OLas Clperias
o na fase continua
o
Qo ( 4 1)
Cremagem Quebra

Fonte: Adaptado de (TADROS, 2004).
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Apesar de muito utilizado na clinica, poucos estudos descrevem os beneficios
especificos do Cold Cream em pacientes com DA. Em um estudo clinico recente, em
humanos, 58% dos pacientes com DA tratados em regime de monoterapia com um
creme com composicao lipidica semelhante aos lipideos presentes no estrato corneo,
ou seja, contendo ceramidas, colesterol e acidos graxos livres, ou fazendo o uso deste
creme em conjunto com outros tratamentos apresentaram melhora na escala de
gravidade da doenca com base na Avaliacdo Global do Investigador (do inglés
Investigator Global Assessment (IGA)), um instrumento validado semelhante ao
SCORAD (KIRCIK; DEL ROSSO, 2011). A presenca de extratos de cacau, extratos
de folhas e cascas da espécie Alnus e da Equinacea purpurea, estas com atividade
anti-inflamatoria, aplicados topicamente na lesdo do paciente atdpico também se
mostrou eficaz no tratamento da DA com base na reducao dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias testadas. O extrato de cacau também se mostrou capaz de diminuir a
perda de agua transepidermal e aumentar a hidratacdo da pele (KANG et al., 2017;
CHOl et al., 2011; OL"AH et al., 2017).

2.4 EXTRATO DE PROPOLIS VERDE

A propdlis é uma substéancia resinosa natural formada por varios componentes
complexos, coletada pelas abelhas, de diferentes partes das plantas (galhos, flores,
polen e exsudatos de arvores). A resina coletada é depositada na colmeia com saliva
e enzimas do inseto para selar as rachaduras, manter a temperatura e evitar a
proliferacdo de microorganismo na colmeia (DALEPRANE et al., 2002; BANKOVA,
CASTRO; MARCUCCI, 2000).

No Brasil, existem varios tipos de propolis, uma uma vez que as diferentes
regibes geograficas possuem grande diversidade de espécies botanicas. Sendo
assim, sua composicdo quimica também é variavel e altamente complexa. Prépolis
com mais de 300 susbstancias diferentes ja foram identificadas, porém, em geral, elas
sdo compostas por 5% de polen, 10% de oléos essenciais e aromaticos, 30% de cera,
50% de resina e balsamo vegetal e os 5% restante de outras substancias variadas,
como residuos (BURDOCK, 1998).

Independente de sua composic¢ao, a propolis apresenta baixa toxicidade para
humanos (HAUSEN et al., 1987; GHISALBERTI, 1979; KANEEDA; NISHINA, 1994),
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mostrando-se segura na dose de até 70 mg/dia (BURDOCK, 1998) e sem causar
efeitos adversos graves (KANEEDA; NISHINA, 1994).

A propolis verde € encontrada em diversas regibes do Brasil, como por
exemplo, leste de S&o Paulo e leste, sul e centro de Minas Gerais (NASCIMENTO et
al., 2008). E, portanto, uma das mais estudadas e utilizadas em medicamentos
fitoterdpicos no Brasil. Ela apresenta em sua composicdo, além da elevada
porcentagem de cera e outras substancias, uma grande mistura de flavonoides e
acidos fendlicos. Estes compostos sdo obtidos dos apices vegetativos da alecrim-do-
campo (Bacaris dracunculifolia), sua principal fonte. Esta espécie vegetativa néo
possui uma adaptacdo adequada em relacdo as condicfes naturais existentes em
outros paises (MIYATAKA et al., 1997) o que a leva a possuir caracteristicas quimicas
e bioldgicas diferenciadas. Os principais flavonéides e acidos fendlicos nela presentes
sdo o artepelin C, a bacarina, a drupanina, a kampferide, a isosakuranetina, a
dihidrokampferide, o acido p-cumaérico, o acido caféico, a aromadendrina, derivados
do acido cafeoilquinico, dentre outros compostos, como o lupeol-3- (3'R-hidroxi)
hexadecanoato (Figura 8) (BERRETTA et al., 2017). O artepelin C, a bacarina e a
drupanina sdo marcadores especificos da propolis verde coletados pela espécie de
abelha Apis melifera (MACHADO et al., 2012; SAITO et al., 2015; LUSTOSA et al.,
2008).
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Figura 8 - Estruturas quimicas de alguns compostos presentes na prépolis verde.
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Fonte: Adaptado de (BERRETTA et al., 2017; HATA et al., 2012).

A prépolis apresenta varias propriedades benéficas, como anti-inflamatéria,
antifangica, antibacteriana, antioxidante, imunomodulatéria, antiulcerogénica e
antimutagénica (DE BARROS et al., 2007; ORSATTI et al., 2010). Suas propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatérias e antioxidantes sdo atribuidas principalmente
aos compostos fendlicos que a compde (SONG et al., 2002; FITZPATRICK; WANG,;
LE, 2001; DUTHIE; GARDNER; KYLE, 2003; HORI et al., 2013).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar diferentes formulacdes de Cold Cream, compostas por ceras de

abelha purificada e bruta, e investigar sua efetividade no tratamento da DA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos deste trabalho séo:

¢ Identificar os componentes majoritarios que compdem as ceras de abelha bruta e
purificada usadas no preparo das formulagoes;

e Avaliar in vitro, em cultura de células de macrofagos, a atividade anti-inflamatoria
da prépolis encontrada na cera de abelha bruta;

e Preparar formula¢des de Cold Cream estaveis compostas por cera de abelha bruta
(Cold Cream B.) e purificada (Cold Cream P.), esta Ultima acrescida ou ndo de
prépolis (Cold Cream P. + Propolis) ha mesma concentracdo que a presente no
Cold Cream B.;

e Avaliar as caracteristicas organolépticas e reoldgicas das formulacées em funcéo
do tempo de armazenamento;

e Determinar as propriedades mecanicas e bioadesivas das formulacdes;

e Avaliar, in vitro, a influéncia das formulacdes na hidratacédo da pele;

e Avaliar o impacto do creme, contendo ou nao prépolis, na evolucdo da DA em
ensaio clinico em humanos;

¢ Analisar a influéncia da propolis na evolugédo da DA em ensaio clinico em humanos.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES GRAXOS PRESENTES NAS CERAS
DE ABELHA

Em colaboragcdo com o grupo do Prof. Norberto P. Lopes (FCFRP-USP), os
componentes graxos presentes na cera de abelha purificada (GM CERAS Comércio
de Ceras e Derivados Ltds., lot:1321) e bruta (Vale do Mel, lot:153A), sendo elas
obtidas de abelhas silvestres e Apis Mellifera respectivamente, foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS) (Shimadzu, QP-
2010, JP), de acordo com a metodologia proposta por GARNIER et al., 2002, com
modificaces. Resumidamente, 1 g das ceras de abelha pesadas em balanca semi
analitica (Shimadzu, S&o Paulo, Brasil) foi solubilizado em 10 mL de hexano
(Honeywell, EUA). A essa solucéo foi adicionado 10 mL de metanol (J.T. Baker,
Ecatepec, México) /agua purificada (Grau Milli-Q, condutividade de 0,055 uS/cm,
Millipore, Direct-Q UV, FR) (9:1), seguida de agitacao e separacao das fases em funil
de separacdo originando uma fracdo hexanica e uma fracdo metanolica. A fracéo
hexanica foram adicionados 10 mL de diclorometano (Honeywell, EUA) que, apds
separacdo em funil de separacdo, deu origem a fracdo hexanica e a fracéo
diclorometanica H. A fracdo metandlica foram adicionados 5 mL de
diclorometano/hexano (1:1), que, apos separacdo das fases, deu origem a fracéo
diclorometano/hexano e a segunda fracdo metandlica. A essa fragdo metandlica
resultante adicionou-se mais 5 mL de diclorometano que, apos separacdo das fases,
deu origem a fracéo diclorometanica M e a fracdo metandlica final. Cada uma das 5
fracOes obtidas (hexanica, diclorometéanica H, diclorometano/hexano, diclorometanica
M e metandlica final) foi evaporada e adicionada de 550 pL de solugdo de N,O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) e trimethylchlorosilane (TMCS) (Sigma-
Aldrich, St Loius, EUA) (98:2) como agentes de sililagdo, além de 100 pL de piridina
(Vetec Quimica, EUA) como catalisador nucleofilico. Essa mistura foi mantida em
banho maria (314/4 Nova Etica, Brasil) a 80°C por 30 min para que a reacdo de
sililacdo ocorresse, tornando os compostos presentes na cera de abelha volateis para
a analise no CG. As injecdes foram realizadas a 260°C e a separa¢do dos compostos
foi realizada usando coluna DB-5MS de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent

Technologies, Califérnia, EUA), mantida a uma temperatura de 80°C. A presséo do
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hélio foi de 187,1 kPa, a uma velocidade linear de 31,9 cm/s, com fluxo da coluna de
1,5 mL/min. O espectro de massas foi registrado no modo SCAN a 70 eV, com uma
temperatura da fonte de ions de 250°C. No modo de varredura completa, a faixa de
massa foi varrida de 40 m/z até 700 m/z a cada 0,3 s. Com base nos cromatogramas
obtidos, o espectro de massas correspondente a cada pico foi comparado com os
espectros tedricos dos bancos de dados de espectros de substancias, tais como
NIST11, NIST11-S, WILEY7, NISTO8 e FFNSCL1.3, através do indice de similaridade.
Os componentes presentes em ambas as ceras bruta e purificada foram discriminados
na forma de tabela separados daqueles presentes apenas na cera bruta e apenas na

cera purificada.

4.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DA
PROPOLIS VERDE NA CERA DE ABELHA

Foi utilizada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés high
performance liquid chromatograph) baseando-se no método descrito por Sousa et al.,
2007, com modificacfes. Esses experimentos foram realizados em colaboragcdo com
0 grupo do Prof. Jairo K. Bastos (FCFRP-USP).

Resumidamente, 1 g das ceras de abelha bruta e purificada foi solubilizado, em
banho maria (Heating Bath, B-491, Suica), em 10 mL de hexano e essa solucao foi
particionada com 10 mL de metanol e agua Milli-Q (9:1) por trés vezes. As fracdes
metandlicas foram combinadas, filtradas em filtro com porosidade de 0,45 um (GVS,
RPFSEO0002, EUA), evaporadas e o precipitado resultante solubilizado em 1 mL de
metanol e injetado no cromatografo. A andlise cromatografica foi feita usando HPLC
(Waters, Massachusetts, EUA) equipado com bomba binaria, injetor automatico,
detector de arranjo de diodos e software (Empower, Massachusetts, EUA). A coluna
empregada foi uma C18 (Phenomenex LUNA, Califérnia, EUA) de 250 mm x 4,6 mm
X 5 um com pré-coluna C18 de 4 mm x 3,0 mm. A fase movel, composta por (A) &gua
purificada contendo 0,4% de acido formico (Synth, S&o Paulo, Brasil), 5% de metanol
e 2% de isopropanol (Honeywell, Morris Plains, NJ, EUA) (A) e (B) 2% de isopropanol
em acetonitrila (J.T. Baker, Ecatepec, México) foi passada a um fluxo de 1 mL/min em
gradiente de concentracdo, sendo 20% B por 3 min, 20-25% B de 3-4 min, 25% B de
4-15 min, 25-45% B de 15-20 min, 45% B de 20-40 min, 45-60% B de 40-45 min, 60-
80% B de 45-68.83 min, 80-20% B de 68.86-70 min, 20% B de 70-80 min. O volume
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de injecao foi de 15 pL, a temperatura do forno da coluna de 30°C e o comprimento
de onda de quantificacdo de 300 nm.

O perfil cromatografico das ceras de abelha foi comparado com o perfil
cromatografico de um extrato de propolis verde padronizado eluido nas mesmas
condi¢des cromatogréficas. O extrato de propolis foi preparado de acordo com Costa
et al., 2018, como descrito no item 4.2.1.

Para a andlise quantitativa, o artepelin C foi utilizado como marcador da
propolis verde. Uma curva de calibragcdo foi construida na faixa de 0,38 a 112 pg/mL
de artepelin C (obtida e purificada no laboratério do Prof. Jairo Kenupp Bastos da
FCFRP-USP) em metanol. Cada ponto da curva continha 25 pug/mL de veratraldeido
(Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), usado como padréo interno (SOUSA et al., 2007). A
concentracéo de artepelin C presente na cera de abelha bruta foi determinada a partir
da fragdo metandlica particionada da solucéo hexanica da cera, como descrito acima.
A esta fracdo metandlica seca foram adicionados 1 mL de veratraldeido a 25 pg/mL
em metanol, e essa solucdo foi injetada no HPLC.

Em funcdo da massa de extrato metandlico seco obtido a partir dos
procedimentos de partilha, determinou-se que ele continha 0,56+0,12 mg/g de
artepelin C. Este extrato, a partir de agora tratado como extrato concentrado, foi
utilizado para o preparo das solucdes de cera de abelha bruta analisadas nos estudos
de citotoxicidade (item 4.3.1) e atividade anti-inflamatéria (item 4.3.2). A cera de
abelha bruta, usada para fazer esse extrato concentrado, continha 21+2,98 ug/g de

artepelin C.

4.2.1 Preparo do extrato de propolis verde padronizado

Em 50 g de propolis verde (Apis Flora, Sdo Paulo, Brasil) pulverizado foram
adicionados 500 mL de etanol (Labsynth, Diadema, Brasil) e agua purificada (7:3).
Esta mistura foi macerada em macerador (Marshall Scientific, Innova 4300, Nova
Hampshire, EUA) a 120 rpm, 35°C, por 24 h. Apoés este periodo, a disperséo foi filtrada
com papel de filtro em funil de vidro. Esse processo foi repetido por trés vezes e o
filtrado rotaevaporado (Rotaevaporador, R-210, Vacum Controller, V-855, Vacum
Pump, V-700, Heating Bath, B-491, Buchi, Sui¢a) para obtencdo de aproximadamente
44 g de extrato de prépolis verde. O teor de artepelin C no extrato seco foi determinado

utilizando-se a curva analitica e método cromatografico descrito no item 4.2. Para
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tanto, pesou-se 500 pg do extrato de prépolis seco em balanga analitica (AdventurTM
- Ohaus, EUA) e a ele adicionou-se 1 mL de veratraldeido a 25 pg/mL em metanol. A

concentracéo de artepelin C determinada foi de 117,36+2,74 mg/g de extrato seco.

4.3 TESTES IN VITRO EM CULTURA DE CELULAS

4.3.1 Citotoxicidade

Macrofagos da linhagem AMJ-2 foram mantidos na condicdo de
criopreservacao em nitrogénio liquido, em solucdo de congelamento com 10% de
dimetilsulfoxido (DMSOQO) (Labsynth, Brasil) e 90% de soro bovino fetal inativado
(Gibco, Nova York, EUA). Esta linhagem celular foi obtida da Colecdo Americana
de Cultura de Células (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD,
EUA). No momento da realizacdo dos experimentos, as ceélulas foram
descongeladas em banho maria a 37°C e expandidas em garrafas de cultura
celular, adicionadas de meio Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (meio completo) (Gibco, Nova York,
EUA), e entdo foram mantidas em estufa incubadora (Thermo Fisher Scientific,
Oshio, EUA) a 37°C e com atmosfera de 5% de COx.

No momento da remocao das células das garrafas de cultura foi utilizado
um meétodo de desagregacao da monocamada por método mecéanico, com a ajuda
do rubber policeman (Kasvi, China) um dispositivo semelhante a um rodo estéril que
retira as células do fundo da garrafa de cultivo. Posteriormente a isso, o conteddo
de cada garrafa foi transferido para tubo falcon e centrifugado (Megafuge 16R,
Thermo Fisher Scientific, EUA) a 24°C e 1200 rpm durante 8 min. O sobrenadante
foi descartado e as células reesuspendidas em meio de cultura completo. As
células foram contadas em camara de Neubauer (Boeco, Hamburg, Alemanha)
utilizando microscoépio optico invertido (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

O plagueamento foi realizado em placas de 6 pocos de 2000 pL (Kasvi, China)
contendo 1x108 células/poco. No dia seguinte ao plagueamento das células, o meio
de cultura foi removido e os poc¢os da placa foram lavados duas vezes com solugao
salina. Em placas distintas, foram adicionados as células, em sextuplicata, extrato
concentrado da cera de abelha bruta nas concentracdes de 6,25 a 25 yg/mL e extrato

de prépolis verde nas concentracdes de 34 a 119 ng/mL, todas as solucdes
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preparadas em meio de cultura DMEM completo contendo 0,05% de DMSO. Essas
concentracfes de ambos os extratos continham de 3,5 a 14 ng/mL de artepelin C. As
células foram incubadas a 37°C e 5% CO2 por 24 h (OECD, 2004). Como controle, as
células foram tratadas com solu¢cao de DMSO 0,05% em meio de cultura. A viabilidade
celular foi avaliada por citometria de fluxo através de um citbmetro BD FACSCanto Il
(BD Biosciences, California, EUA). Para tanto, apos 24h da amostra em contato com
as células, os sobrenadantes foram retirados, as placas mantidas em banho de gelo
e as ceélulas foram adicionados 1,5 mL de PBS gelado para lavagem e total
desagregacao das células com auxilio de uma ponteira e do rubber policeman. As
células dispersas em PBS foram entéo transferidas para eppendorf e submetidas
a centrifugacdo a 1200 rpm por 3 min. O sobrenadante foi retirado e ao pellet de
células foi adicionado 150 uL de meio DMEM incompleto, contendo 10.000 U/mL de
penicilina G e 10.000 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Nova York, EUA), para
reesuspensao das células e analise por citometria de fluxo. As células ndo viaveis
foram marcadas com 1 uL de iodeto de propideo (IP) na concentracdo de 50 ug/mL
(Sigma Aldrich, Missouri, EUA). A analise do ensaio foi realizada em sextuplicata em

comprimento de onda de 570-700 nm.

4.3.2 Atividade anti-inflamatoria da cera de abelha bruta e do extrato de prépolis
verde

Macroéfagos da linhagem AMJ-2 foram cultivados conforme descrito no item
4.3.1. As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos (Kasvi, China), de 500 uL,
contendo 4x10° células/poco. Foram adicionados as células, em sextuplicata,
dissolvido em meio de cultura DMEM completo contendo 0,05% de DMSO, 6,25 a 25
pMg/mL do extrato concentrado da cera de abelha bruta e 34 a 119 ng/mL do extrato
de prépolis verde, além de 10 yL de uma solugao de Lipopolissacarideo de E. coli
(LPS) (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) a 100 pg/mL. As células foram incubadas a 37°C
e 5% de COzpor 24 h (OECD, 2004). Apos este periodo, 50 pyL do sobrenadante sem
diluicdo foi removido e a concentracdo de IL-6, TNF-q, IL-17 e INF-y nele presente
analisada por Elisa utilizando Kkits especificos, seguindo as especificagbes do
fabricante (R&D Systems Corporation, Minnesota, EUA). A andlise foi realizada no
comprimento de onda de 450 nm em leitor de microplacas SpectraMax Paradigm
(SoftMax Pro 6.2.1, Molecular Devices, California, EUA) (LEMOS et al., 2018).
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4.4 PREPARO DE FORMULAC}OES DE COLD CREAM

Foram preparados quatro cremes: o Farmacopeico, a partir da formulacéo
oficinal do Cold Cream descrita na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2012), um
contendo estabilizantes e cera de abelha bruta (Cold Cream B.), outro com a mesma
composicdo do Cold Cream B., mas substituindo-se a cera de abelha bruta pela
purificada (Cold Cream P.) e outro adicionando-se extrato de prépolis verde
padronizado ao Cold Cream P. (Cold Cream P. + Propolis) em quantidade equivalente
de artepelin C a presente no Cold Cream B.

A composicéo de cada um dos quatro cremes preparados estd apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo dos Cold Cream preparados.

% no Cold Cream (m/m)

Componentes Farmacopeico B. P. P. + Propolis
Cera de abelha purificada 15 - 13,5 13,5
Cera de abelha bruta - 13,5 - -
Vaselina sélida - 13,5 13,5 13,5
Alcool cetoestearilico - 15 15 15
Manteiga de Cacau - 15 15 15
Vaselina liquida 50 32 32 32
Monoestearato de glicerila - 1 1 1
Alcool Cetoestearilico
Etoxilado 20 i 0.3 0.3 0.3
Butil hidroxitolueno (BHT) 0,05 0,05 0,05 0,05
Borato de sodio 1 1 1 1
Glydant Plus Liquid* 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua gsp 100 100 100 100
Extrato de Propolis verde - - - 2,3.10°%

* Conservante que combina 1,3-Dimetilol-5,5-dimetil-hidantoina (DMDM-Hidantoina) e Butilcarbamato
de lodopropinil (IPBC).

Os cremes foram preparados aguecendo-se a fase aquosa (borato de soédio
(Labsynth, S&o Paulo, Brasil) e agua purificada) e a fase oleosa (alcool cetoestearilico,
alcool cetoestearilico etoxilado 20, BHT, manteiga de cacau, monoestearato de
glicerila, vaselina sélida (Mapric, S&o Paulo, Brasil) e vaselina liquida (Fagron, Sao
Paulo, Brasil)) separadamente, em béqueres, até aproximadamente 70°C. A fase
aquosa foi entdo vertida sobre a fase oleosa e a mistura submetida a agitacéo
mecanica (Fisatom, 722, Sdo Paulo, Brasil) a 245 rpm por 5 min e em seguida mantida
a 300 rpm até arrefecer (25+5°C) (Figura 9). O conservante (Glydant Plus Liquid®

Synbios, Sao Paulo, Brasil) foi entdo adicionado e agitado mecanicamente.
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Figura 9 - Esquema representativo do preparo dos cremes.
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Fonte: Autoria propria.

Para obter o Cold Cream P. + Proépolis, 2,3 mg de extrato de propolis verde
padronizado (item 4.2.1) foram adicionados a 100 g do Cold Cream P. ja pronto, a
temperatura ambiente, por espatulacdo com auxilio de uma espatula de plastico. Esta

guantidade de proépolis corresponde a 2,7 ug de artepelin C por grama de creme.

4.4.1 Determinacgdo do tamanho de goticula

O diametro médio das goticulas da fase interna dos cremes foi avaliado, em
duplicata, por microscopia 6ptica (Nikon, eclipse E100, Nova York, EUA). As amostras
analisadas (25 mg) foram diluidas 1000 vezes em vaselina liquida (Synth, Brasil) sob
agitacdo em agitador de tubos (IKA Vortex, Genius 3, Sdo Paulo, Brasil). Apds
diluicdo, uma camera de Neubauer foi preenchida com a disperséo e o numero médio
de goticulas contados em 10 quadrantes da parte central da Camera para se
determinar o nimero médio de goticulas por unidade de peso dos cremes (N)
(Equacéo I).

AE ~
N = vopa (Equacéo I)

Onde, i = numero médio de goticulas por quadrante, Q = quantidade em g da fase
interna da emulsao por g de emulsédo, E = diluicdo, pa = densidade do liquido de
diluicdo (0,88 g/mL), V = volume embaixo do quadrado de observacéo (25.108 cm3).
A partir do valor de N obtido e da densidade da fase interna (pi), composta
basicamente por agua (1 g/cm?), foi calculado o diametro volume-nimero (dvn) das

goticulas (Equacéo Il).

3

dyy = N (Equacéo II)
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4.5 TESTE DE ESTABILIDADE PRELIMINAR

Os cremes foram armazenados a temperatura ambiente (25£2°C), em frascos
de polietileno brancos de boca larga com tampa de rosca, por um periodo de 60 dias
(tempo e condicdo em que ficaram sob os cuidados dos pacientes no ensaio clinico).
Amostras foram analisadas apés 1, 15, 30, 45 e 60 dias quanto as caracteristicas

organolépticas e comportamento reoldgico.

4.5.1 Caracteristicas organolépticas

Cor, odor, aparéncia e separacdo de fases foram analisados
macroscopicamente e denominados de acordo com BUHLER, FERREIRA, 2008
como:

N: Normal; Sem alteracéo;

LMA: Leve Modificacdo da Aparéncia,

LMC: Leve Modificagéo da Cor;

LMO: Leve Modificacdo do Odor;

MA: Modificacdo da Aparéncia;

MC: Modificacéo da Cor;

MO: Modificagao do Odor;

IMA: Intensa Modificacdo da Aparéncia,

IMC: Intensa Modificacao da Cor;

IMO: Intensa Modificacéo do Odor.

4.5.2 Avaliacéo reoldgica de cisalhamento continuo

Curvas de fluxo e de viscosidade foram obtidas em re6metro (TA, Discovery
HR-2 Hybrid Rheometer, Delaware, EUA) com taxa de cisalhamento controlada, em
modo de fluxo, com geometria do dispositivo de medi¢ao do tipo cone e placa de ago
de 40 mm, gap de 59 um e angulo de 2°. Os experimentos foram realizados a 25°C,
em triplicata. Aproximadamente 3 g dos cremes foram aplicados a placa e mantidos
em repouso durante 60 s assegurando o minimo de cisalhamento. As curvas de fluxo
(ascendente e descente) foram obtidas com taxa de cisalhamento crescente de 1 a
100 s com intervalo de 30 s. As areas de histerese foram calculadas utilizando o

programa Origin 6.1., para isso, foram obtidas as integrais de cada curva ascendente
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e descente, e entdo, os valores da ascendente foram subtraidas dos valores da

descendente.

4.6 AVALIAGAO DAS PROPRIEDADES MECANICAS

As propriedades mecanicas foram determinadas utilizando-se um analisador
de textura (Stable Micro Systems Ltd., TA-XT Texture Analyser, Surrey, UK). Amostras
de 10 g dos cremes foram colocadas em béquer e deixadas a temperatura ambiente
(25°C) por 24 h antes do teste. As amostras foram entdo comprimidas duas vezes
com uma prova analitica de policarbonato (10 mm de diametro), com velocidade de 2
mm.s™?, profundidade de 5 mm e tempo de 15 s entre o final da primeira e o inicio da
segunda compressao (ESTANQUEIRO; AMARAL; SOUSA LOBO, 2016). As analises
foram realizadas em 10 replicatas. Foram construidos graficos de forca vs. tempo para
determinar a dureza (forca necesséaria para atingir uma dada deformacéo),
compressibilidade (trabalho necessario para deformar o produto durante a primeira
compressdo da prova), coesividade (capacidade de reestruturacdo da formulacdo
apos remocao do frasco) e elasticidade (taxa de deformacéo apds aplicacdo de uma
forca) (Figura 10) com o auxilio do software Exponent (Stable Micro Systems, UK).

Figura 10 - Representacdo esquematica do grafico obtido a partir da analise de textura. Onde: H:
dureza, A1: compressibilidade, A2/A1: coesividade e I/L: elasticidade.

Forca| 7| ' s

T T Tempo

" /
__,/'

W/

Compresséo 1 Periodo de  Compressdo 2
recuperacio

Fonte: Adaptado de (AGHAZARIAN et al., 2004).

4.7 DETERMINAQAO DA FORCA BIOADESIVA

A forca necesséria para destacar o creme da superficie de uma amostra de
pele foi avaliada utilizando o analisador de textura em modulo de tensdo (HECK et al.,
2016) e as peles utilizadas foram obtidas de orelha de porco coletadas imediatamente
apos o abate dos animais (Frigorifico Olhos D’agua, Ipuéa, SP, Brasil). As orelhas foram

mantidas a aproximadamente 4°C enquanto transportados para o laboratério, onde as
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peles foram dissecadas. As amostras de pele foram colocadas no acessorio do
equipamento (parte inferior) e o creme fixado no acessorio superior. Em seguida, o
dispositivo superior do equipamento foi movimentado para baixo até encontrar a
superficie da pele, mantendo contato com for¢ca de 0,5 N por 60 s. Apés este periodo,
0 acessorio foi movimentado para cima (mddulo de tenséo), a velocidade constante
de 1 mm.min’, até que o corpo de prova se destacasse da pele. Foram determinadas
a forca necessaria para destacar o creme da pele (forca de destacamento) e o trabalho
de bioadesdo (area sob a curva de forca vs. distancia), com auxilio do software
Exponent (Stable Micro Systems, UK). O ensaio foi realizado em quintuplicata.

4.8 AVALIACAO IN VITRO DA HIDRATACAO DA PELE POR MEDIDA DE
RESISTIVIDADE ELETRICA DO ESTRATO CORNEO

Com o objetivo de analisar a capacidade de hidratacao das formulacdes, peles
de orelha de porco foram colocadas em células de difusdo (células de Franz, area de
aproximadamente 1 cm?) e o compartimento receptor foi preenchido com tampéo
fosfato isotbnico (PBS), pH 7,4. A resistividade elétrica do estrato corneo foi medida
antes e apos 8 h de contato com 200 mg dos cremes. Como controle, a pele foi tratada
por 8 h apenas com 2 mL de PBS. Para as medidas, a formulagdo em contato com a
pele foi removida, a pele lavada gentilmente com agua corrente, seca delicadamente
com papel absorvente e o compartimento doador preenchido com PBS. Eletrodos de
Ag/AgCI foram inseridos nos compartimentos doador e receptor e uma corrente
elétrica alternada gerada a 100 mV e 10 Hz (Arbitrary Waveform Generator, 33220A,
Agilent, Califérnia, EUA) foi aplicada. A intensidade da corrente elétrica que
atravessou esse circuito foi medida com auxilio de um multimetro a resistividade
elétrica da pele (R) foi calculada segundo a lei de Ohm usando a Equacéao Ill. A analise
foi realizada em quintuplicata.

_
A

R (Equacao llI)

Onde, U: tensao elétrica aplicada (V); i: intensidade de corrente medida (A) e A: area
da pele (cm?) em contato com o meio receptor.

O aumento da hidratac&o da pele foi relacionado com a menor resistividade da
mesma a passagem da corrente elétrica devido a um aumento do contetudo de agua.

Assim, a porcentagem de hidratagéo foi calculada de acordo com a Equacéao IV.
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R;.100

%Hidratagao = —100 (Equagéo IV)

Onde, Ri corresponde a R da pele antes do tratamento e Rt corresponde a R da pele
apoés as 8 h de contato com o creme ou com o PBS (controle). Além disso, para
validacdo do método acima foi realizado a medida do teor de agua (%) das peles
com auxilio de um equipamento portatil SkinUp (Skin Analyser Digital, SkinUp,
Brasil). As medidas foram realizadas antes e apés 8 horas de tratamento. Para tanto,
as formulacdes foram retiradas, as peles lavadas cuidadosamente com &agua
corrente, secas encostando suavemente um papel absorvente e entéo colocadas em

contato com a sonda do equipamento.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS NOS ESTUDOS IN VITRO

As comparacbes das médias de duas populacbes foram realizadas
empregando-se o teste t-student pareado ou ndo pareado. No caso de trés ou mais
populacdes, os dados foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) segundo
um critério, seguidos do pos-teste de Tukey, utilizando o software GraphPad Instat 4.0
(GraphPad Software Inc., Califérnia, EUA). Foram considerados significativos valores
de p menores do que 5% (p<0,05).

4.10 ENSAIO CLINICO EM HUMANOS

Esse estudo foi realizado com pacientes portadores de DA do Ambulatério de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP-USP) em colaboracdo com a Professora Doutora Renata Nahas Cardili,
especialista em dermatologia e médica assistente do ambulatério de alergia e
Dermatite Atépica do HCFMRP, e do Professor Doutor Marco Andrey Cipriani Frade,
especialista em dermatologia e coordenador da Divisdo de Dermatologia do HCFMRP.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP) e do HCFMRP-USP (CAAE
83521418.5.0000.5403 Anexo A) e o protocolo em humanos somente foi iniciado apos
a aprovacao dos referidos CEPs.

Para avaliar a influéncia do uso do creme na necessidade de introduzir novos
medicamentos para o controle da DA, de maneira geral, os pacientes foram divididos
em dois grupos: o grupo controle foi tratado com o Cold Cream P. e o grupo

intervencéo com o Cold Cream P. + Propolis. O Cold Cream P. foi escolhido para ser
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aplicado nos pacientes devido a sua estabilidade e maior controle lote a lote na
producao da cera de abelha purificada, que faz parte de sua formulacao, em relacéo
a cera de abelha bruta, que faz parte do Cold Cream B. Além disso, o Cold Cream P.
e 0 Cold Cream P. + Prépolis tem, com excecao da presenca da prépolis, a mesma
composicdo e caracteristicas mecéanicas e reoldgicas semelhantes, 0 que permite
avaliar o impacto da presenca da propolis verde na evolucdo da DA eliminando

qgualquer influéncia que a formulacédo base do creme possa ter.

4.10.1 Caracterizacédo do local do estudo

O estudo foi conduzido no ambulatério de dermatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. O ambulatério € vinculado a
Unidade de Clinica Médica a qual possui diversas subespecialidades, incluindo:
alergia e imunologia, dermatologia, dermatologia oncoldgica e dermatologia infantil.
Essa unidade presta assisténcia médica hospitalar a pacientes internados e
ambulatoriais e desenvolve atividades de Ensino e Pesquisa. Os pacientes foram
atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital das Clinicas da FMRP-USP
(HCFMRP).

4.10.2 Tipo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado triplo cego, onde a médica, paciente
e pesquisadora ndo sabiam qual a formulacao que cada paciente estava usando. Uma
pesquisadora externa foi a responsavel pelo envase e rotulagem das formulacdes,
para garantir o sigilo das composi¢cdes. Essa pesquisadora foi quem distribuiu os
pacientes entre os dois grupos, controle e intervencéo, para garantir a homogeneidade
dos mesmos. Os resultados foram analisados comparando-se os dados dos
instrumentos escolhidos antes (tempo 0) e apds 60 dias da utilizacdo das formulacdes
de Cold Cream. Para a realizacdo do estudo clinico foi utilizada as recomendacdes
presentes no guia CONSORT para estudos clinicos (CONSORT, 2010).

4.10.3 Populacéo de estudo
A partir dos prontuarios de pacientes do ambulatério de dermatologia do
HCFMRP foram recrutados pacientes que atendiam aos critérios de inclusao citados

a seqguir:
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e Ambos 0s sexos de pessoas diagnosticadas com DA, em acompanhamento no
ambulatério de dermatologia do HCFMRP;

e |dade igual ou superior a 18 anos;

e Na&o gravidas;

e Capacidade de comunicacao verbal e de entendimento;

e Nao possuir alergia a quaisquer dos componentes presente em pelo menos uma
das formulacdes, principalmente a prépolis;

e Possuir interesse em participar da pesquisa;

e Comparecer na primeira consulta, mesmo reagendando.
Como critérios de exclusao foram estipulados o abandono do estudo e o relato da

presenca ou aumento de lesGes e/ou prurido, apOs inicio da utilizacdo das

formulacoes.

4.10.4 Protocolo Clinico

Os pacientes que atendiam aos critérios de inclusdo foram convidados a
participar do estudo apos consulta médica pré-agendada no ambulatério de
dermatologia do HCFMRP. No primeiro momento (tempo 0) o paciente recebeu as
informacbes detalhadas sobre a pesquisa e o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) para assinar e entdo fazer parte da pesquisa. O
TCLE foi emitido em duas vias de igual conteido: uma permaneceu com o paciente e
a outra sob a guarda do responsavel pela pesquisa.

Os pacientes que assinaram o TCLE foram divididos em 2 grupos buscando a
homogeneidade entre raca, sexo, medicamentos em uso e introducdo ou retirada de
medicamentos de uso oral ou tépico feitas pelo médico no dia 0, consideradas
variaveis confundiveis. Um grupo recebeu aleatoriamente o Cold Cream P., e 0 outro
grupo o Cold Cream P. + Prépolis. Cada paciente recebeu 10 potes, cada um
contendo 200 g de creme, quantidade suficiente para uso por 60 dias. A escolha da
formulacdo entregue ao paciente foi realizada de forma aleatoria pela pesquisadora
externa, independente da coleta e da analise de dados.

O estudo clinico foi dividido em trés partes, com duracao total de dois meses.
Foram realizados dois encontros presenciais, no dia 0 e apds 60 dias, e um contato
telefénico no meio do tratamento, apos 30 dias. Nos encontros presenciais o paciente

foi avaliado pelo médico quanto a gravidade da doencga e pelo pesquisador quanto a
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hidratac&o da pele, qualidade de vida, adesao da formulagao e, em alguns pacientes,
morfologia e topografia dos cornedcitos, além da coleta de dados sociodemograficos
e clinico do paciente. No acompanhamento por telefone, o pesquisador questionou o
paciente sobre o aparecimento de qualquer reacdo adversa, duvidas, adeséo e

opinido relacionada ao uso da formulagéo.

4.10.5 Delineamento do estudo

ApOs o paciente passar pela consulta de rotina com o clinico dermatologista, o
mesmo era encaminhado para uma sala para atendimento pela pesquisadora
farmacéutica, onde eram aplicados os instrumentos selecionados para 0 ensaio
clinico. A seguinte rotina era aplicada para todos os pacientes:
- Consuta 1 (dia 0): o clinico calculava o SCORAD (item 4.10.8.1) do paciente e 0
encaminhava para o pesquisador principal. Para esse, 0 paciente respondia a um
guestionario sociodemografico e clinico (item 4.10.8.2) e a um questionario para
avaliacdo da qualidade de vida (DLQI) (item 4.10.8.3). A medida de hidratac&o da pele
com o auxilio de um equipamento portatil (Skin Analyser Digital, SkinUp, Brasil) (item
4.10.8.4) era entdo realizada. Em alguns pacientes escolhidos aleatoriamente, o tape
stripping foi realizado para avaliar a morfologia geral dos cornedcitos (item 4.10.8.5).
O paciente era entdo orientado a aplicar uma fina camada do creme recebido, duas
vezes ao dia, no corpo todo, menos na face, pela manha e a noite apos o banho, até
o retorno, apoés 60 dias.
- Consulta 2 (apés 30 dias): O pesquisador principal ligava para o paciente para que
0 mesmo relatasse duvidas, adesdo, reacdo adversa e opinibes em relacdo a
formulacdo em uso.
- Consulta 3 (ap6és 60 dias): o clinico calculava o SCORAD e encaminhava o paciente
para 0 pesquisador principal. Esse avaliava a adesdo e aplicava novamente o
guestionario DLQI. A medida de hidratacéo e o tape stripping, esse ultimo apenas nos
pacientes nos quais foi aplicado na primeira consulta, eram também novamente
realizados.

Os pacientes eram informados que poderiam, a qualquer momento, se desligar
do estudo sem comprometimento do seu atendimento nas unidades de saude e no
HCFMRP. Em nenhum momento da pesquisa houve retirada dos medicamentos

prescritos e utilizados previamente pelo paciente, apenas deixavam de utilizar o creme
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hidratante ja utilizado e passaram a aplicar o Cold Cream recebido durante o periodo
da pesquisa.

O estudo clinico teve inicio no dia 13 de Agosto de 2018 e foi finalizado no dia
11 de Marc¢o de 2019, totalizando aproximadamente sete meses. Durante a realizagéo
do estudo pode-se analisar pacientes em trés estacbes do ano distintas (inverno,
primavera e verao). Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, com idade igual
ou superior a 18 anos, que apresentavam um dos trés perfis clinicos da DA: leve,

moderada ou grave; todos determinados pelo mesmo profissional.

4.10.6 Célculo do tamanho amostral

O planejamento amostral foi realizado com base no calculo do numero amostral
para estudos experimentais de populacado infinita, considerando a andlise bicaudal
para o alfa de 5% e poder de teste igual a 80% ou mais. Para isso, foi utilizada a
amplitude do DP (ADP) entre os grupos controle e intervengao e o valor do erro
estimado (g), diferencga clinica final entre os grupos, no intuito de se obter o n final para
o0 estudo. O célculo foi rodado no software estatistico MINITAB, verséo 17, realizado
para cada variavel principal de analise do estudo e, entdo, considerado o maior n
revelado (MEDRONHO, 2009).

Foi considerado o valor de Z para o alfa de 5% em testes bicaudais, o qual é
de 1,96. Os valores da ADP e o € foram calculados com base na literatura, por estudos
gue objetivaram as mesmas analises deste estudo. Para a variavel SCORAD, o ADP
e ¢ foram a média de 5,14 e 7,67, respectivamente (YOU et al., 2016; GRIMALT,;
MENGEAUD; CAMBAZARD, 2007); quanto a variavel DLQI, o ADP e ¢ foram 0,48 e
0,51, respectivamente (GRIMALT; MENGEAUD; CAMBAZARD, 2007); e quanto a
variavel hidratagdo, o ADP e ¢ foram 23,00 e 21,80, respectivamente
(SZCZEPANOWSKA; REICH; SZEPIETOWSKI, 2008). Diante disso, o n calculado
para SCORAD, DLQI e hidratacé&o foi, respectivamente, cinco, sete e sete.

O maior niumero amostral obtido diante das variaveis do estudo, sete, foi entdo
adotado e a ele foram acrescentados 20% para considerar eventuais perdas,
resultando em um total de 8,4 pacientes. Assim, o planejamento amostral foi realizado
para cinco controles e cinco intervencgdes, totalizando dez pacientes, o que aumentou

a margem de uma possivel perda para aproximadamente 30%.



34

Em adicédo, foram testados o tamanho amostral diante do poder de teste
estatistico unicaudal quanto a variagcdo da resposta clinica para a comparacao de
médias entre controle e intervencdo quanto as principais variaveis do estudo (Tabela
2). De acordo com a Tabela 2 e com os valores de erro (€) encontrados na literatura
para cada um dos instrumentos que serdo avaliados, o valor ideal para o N da
avaliacdo por SCORAD ¢ 3 e para o DLQI e hidratacdo é 4. Assim, seria nhecessario
realizar o estudo com 8 pacientes, 4 para cada grupo, para obter a precisdo estimada

dos testes de hipdtese e aumentar o nivel de evidéncia dos resultados (Tabela 2).

Tabela 2 - Calculo do N de acordo com o poder do teste estatistico unicaudal quanto a variacao da
resposta clinica.

Poder real do

Erro (g) N Poder do teste teste
SCORAD
-2,00 12 0,8 0,81
-3,00 7 0,8 0,86
-4,00 5 0,8 0,88
-5,00 4 0,8 0,90
-6,00 3 0,8 0,81
-7,70 3 0,8 0,93
-8,00 3 0,8 0,94
-9,00 3 0,8 0,97
DLQI
0,10 38 0,8 0,80
0,30 6 0,8 0,83
0,40 5 0,8 0,91
0,51 4 0,8 0,93
0,60 3 0,8 0,84
0,70 3 0,8 0,92
0,80 3 0,8 0,96
0,90 3 0,8 0,98
1,00 3 0,8 0,99
Hidratacéo
5,00 42 0,8 0,80
7,00 23 0,8 0,81
9,00 14 0,8 0,80
10,00 12 0,8 0,81
12,00 9 0,8 0,82
14,00 7 0,8 0,82
15,00 7 0,8 0,86
18,00 5 0,8 0,82
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20,00 5 0,8 0,88
21,80 4 0,8 0,82
23,00 4 0,8 0,85
25,00 4 0,8 0,90
26,00 4 0,8 0,92
27,00 4 0,8 0,93
28,00 4 0,8 0,94
30,00 3 0,8 0,81

4.10.7 Estudo piloto

No inicio do més de agosto de 2018, com duracao de aproximadamente duas
semanas e quatro encontros, foi realizado um estudo piloto com seis pacientes com
idade igual ou superior a 18 anos e com diagnoéstico de DA do ambulatorio de Alergia
do HCFMRP. Esse ambulatério foi escolhido parar esse estudo devido ao numero
limitado de pacientes com DA do ambulatério de Dermatologia, onde o estudo
principal foi realizado.

O estudo piloto teve como objetivo apenas testar se a ficha para coleta de
dados sociodemograficos e clinicos atendia aos propositos do estudo, pois a mesma
nunca havia sido aplicada para paciente com DA. Além disso, o piloto permitiu avaliar
a confiabilidade da ficha para o registro das atividades do farmacéutico e dos
desfechos da DA, familiarizar e capacitar a pesquisadora para trabalhar nos
ambulatorios do HCFMRP e padronizar a técnica de coleta de dados.

Os pacientes submetidos ao teste piloto ndo foram incluidos no estudo

principal.

4.10.8 Intrumentos utilizados no ensaio clinico
4.10.8.1 Escore da gravidade da dermatite atépica (SCORAD)

O Scorad (Scoring Atopic Dermatitis) (Anexo C) permite mensurar a gravidade
da doenca e orientar a conduta terapéutica. Este instrumento j& foi validado e
traduzido para o portugués. Neste critério avalia-se a area de pele acometida pela DA,
eritemas, edema/papulas, liquenificacdo, xerose, exudato/crosta e escoriacédo, além
de uma avaliacao do paciente sobre a qualidade do sono e intensidade do prurido. As
notas atribuidas variam de 0 a 103 pontos. Pacientes que recebem pontua¢cao menor
do que 25 apresentam DA classificada como leve. Pontuacao entre 25 e 50 caracteriza

DA moderada e pontuacéo maior do que 50 caracteriza DA grave (WOLLENBERG et
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al., 2016). O SCORAD foi atribuido pela dermatologista Profa. Dra. Renata Nahas
Cardili, com 0 acompanhamento da pesquisadora principal, durante as consultas nos

tempos 0 e 60 dias.

4.10.8.2 Dados sociodemogréficos e clinicos

Todos os participantes da pesquisa foram cadastrados no estudo mediante o
preenchemento de uma ficha de identificacdo (Apéndice B) para a caracterizacao
sociodemografica e para tracar o perfil da populagéo estudada. Aspectos clinicos e de
adesdo, bem como as opinides sobre as caracteristicas da formula¢do também foram
avaliados por meio desse questionario. Esta ficha foi desenvolvida pela propria
pesquisadora, e submetida a uma pré-validacdo no estudo piloto descrito no item
4.10.7.

4.10.8.3 Avaliacdo da qualidade de vida (DLQI)

A gualidade de vida dos pacientes com DA foi avaliada por meio do questionario
DLQI (Dermatology Life Quality Index) (Anexo B), o qual ja foi traduzido e validado
para o portugués. Ele mensura a forma como a DA afeta a vida do paciente nos sete
dias anteriores ao seu preenchimento. Esse teste consiste em 10 questdes divididas
em seis dimensdes, sintomas e sentimentos; atividades diarias; lazer; trabalho e
escola; relagcbes pessoais e tratamento. Cada pergunta tem quatro possiveis
alternativas: nada, um pouco, muito e muitissimo. Os itens foram pontuados variando
de zero (melhor estado de saude) a 30 (pior estado de saude), sendo de 0-1
classificado como sem efeito na qualidade de vida do paciente, 2-5 pequeno efeito, 6-
10 moderado efeito, 11-20 muito grande efeito e 21-30 extremamente grande o efeito
(HJALTE; STEEN; SCHMITT, 2017). O DLQI foi aplicado ao paciente pela
pesquisadora nos tempos 0 e 60 dias e a pesquisadora foi a responsavel pelo

preenchimento manual do questionario.

4.10.8.4 Avaliacado da hidratacao da pele

Para avaliar a hidratacdo da pele, com auxilio de um sabonete liquido neutro,
gase e agua, a regido a ser analisada foi lavada cuidadosamente 10 min antes da
andlise, para padronizar as leituras e eliminar possiveis interferentes. A avaliacdo da

hidratacédo da superficie da pele foi realizada em uma area do antebraco (Figura 11)
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do braco direito e esquerdo, padronizadas previamente, com o auxilio do equipamento
Skin Analyser Digital. A hidratacdo da area da pele em tratamento foi avaliada nos
tempos 0 e 60 dias e a média e desvio padrdo das medidas nos dois bracos foi

utilizada para as comparacoes.

4.10.8.5 Avaliacdo da morfologia geral dos cornedcitos

A avaliacdo da morfologia geral dos cornedcitos foi realizada pela técnica de
tape stripping, com analise posterior dos mesmos por microscopia de forca atbmica
(MFA) nos tempos 0 e 60 dias, de acordo com Franz et al., 2016 e Koppes et al., 2017.
Apés limpeza da regido e avaliada a hidratacdo da superficie da pele (item 4.10.8.4),
trés pedacos de fita adesiva (Scoth, 3M) 3x3 cm? foram aplicadas sucessivamente no
antebraco esquerdo do paciente (Figura 11) e retiradas ap0s serem pressionadas por
seis vezes. A terceira fita retirada foi colocada em lamina de vidro e armazenada a -
80°C até analise por microscopia de forca atbmica (MFA) para observar a topografia
e a morfologia dos cornedcitos antes e apds o tratamento com a formulacgao.

Esta técnica foi realizada aleatoriamente em alguns pacientes, mas apenas
duas amostras foram selecionadas ao final do estudo, depois dos grupos, antes
cegos, serem revelados. Foram escolhidos dois pacientes com DA classificada como
moderada, um do grupo controle e outro do grupo intervencdo. Para fim de
comparacao, uma pessoa saudavel, sem DA, foi utilizada como controle.

A analise da superficie dos cornedcitos foi realizada empregando-se um
Microscopio de Varredura (Scanning Probe Microscope (SPM-9600, Shimadzu)), em
modo “tapping” (Modo Phase), utilizando-se pontas de silicio (PPP-NCHR,
Nanosensors), mantendo-se as amostras sob condicdes de forca constante, a
temperatura ambiente e expostas ao ar. As especificacbes do cantilever adotadas
foram: espessura: 41 ym, comprimento: 125+10 um, largura: 30+7,5 uym, frequéncia
de ressonancia: 204-497 kHz, constante de forca: 10-130 N/m e altura da ponta: 10-

15 um.
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Figura 11 - Representacdo da regido do antebraco demarcada para avaliacdo da hidratacdo e tape
stripping.

Fonte: Autoria propria.

4.10.9 Analise estatistica dos dados obtidos dos experimentos in vivo

Os dados foram tabulados por meio do Microsoft Office Excel® (Office 2016).
As variaveis quantitativas qualidade de vida, gravidade da doenca e hidratacdo da
pele tiveram os valores comparados antes e ap0s o tratamento para cada paciente
separadamente, todas elas resumidas por meio da média, desvio padrdo, mediana,
minimo e maximo.

As variaveis qualitativas categoricas: sexo, escolaridade, raca, estado civil,
frequéncias de consultas ao dermatologista anual, classificacdo do escore da
gravidade da doenca e as variaveis confundiveis foram analisadas por meio das
frequéncias absolutas e relativas. A associacdo entre as variaveis categoricas foi
avaliada por meio do teste Exato de Fisher quando havia presenca de duas categorias.
Para mais de duas categorias o teste de qui-quadrado por associacao foi utilizado,
com o objetivo de saber se ambos 0s grupos estavam homogéneos quanto a possiveis
interferéncias ao tratamento. Para realizar o teste Exato de Fisher para as variaveis
confundiveis, estas foram reunidas em duas categorias: com confundimento e sem
confundimento, devido ao baixo n para cada uma. Além disso, dados em tabelas 2x2
foram avaliados por teste de McNemar e em 3x2 para o Modelo de Poisson
transformado para ordinal, com o objetivo de determinar se a taxa de ocorréncia diferia
para os dois grupos.

As variaveis quantitativas foram comparadas por meio dos testes “t student”,
seja ele pareado ou independente para duas amostras. Foi fixado um nivel de
significancia (a) de 5% e as analises estatisticas foram conduzidas com o software
MINITAB, versao 17.
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4.10.10 Riscos e desconfortos

Esta pesquisa ndo previu desconfortos e ndo incluiu alteracdo do tratamento
prévio do paciente, porém poderiam ocorrer rea¢des idiossincraticas com o uso do
creme, que foram monitoradas durante o acompanhamento dos pacientes e quando
detectadas, o uso do Cold Cream foi suspenso imediatamente. Além disso, 0 nome
do paciente ndo foi divulgado e foram adotadas medidas para manter a

confidencialidade dos dados, como por exemplo, o uso de cédigos.

4.10.11 Beneficios

O estudo previu auxilio nas duas vertentes do tratamento: ndo farmacoldgico e
farmacologico. Durante o periodo da pesquisa 0s pacientes receberam informacoes
Uteis, por profissionais habilitados e especialistas, sobre a sua doenca e tratamento
gue corroboraram com o0 sucesso da terapéutica da DA. Ainda, receberam
gratuitamente as formulagdes de Cold Cream para o tratamento das lesdes durante o

periodo de pesquisa.
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5.1 IDENTIFICAC;AO DOS COMPONENTES GRAXOS PRESENTES NAS CERAS
DE ABELHA
A Tabela 3 mostra o conjunto das substancias identificadas por CG/MS nas

fracbes hexanica, diclorometanica H e M, diclorometano:hexano e metandlica das

ceras de abelha bruta e purificada, com base nos cromatogramas apresentados

na Figura 12, apds analise de similaridade com espectros tedricos dos bancos de
dados de espectros de substancias, tais como NIST11, NIST11-S, WILEY7, NIST08

e FFNSC1.3.

Tabela 3 - Substancias presentes nas ceras de abelha bruta e purificada identificadas por CG/MS com

base na similaridade dos espectros teéricos encontradas nos bancos de dados NIST11, NIST11-S,

WILEY7, NISTO8 e FFNSC3.1.

Amostras
. TR Fracédo (Extrato)
s
s & o
Q@ E © = I %
N° Componentes* £ z 5 g 8 8
= . Q 2 =
2 2 Bgngo de IS Classe Metabélica é £ 5 & c
< 2 (min ados g T T § §
) < s} E E X U
° s 9 g =
g 3 g 5 5 * s
[} © s 2 8 ks}
o o] o 0o ©
o a
(2) 3-Phenyl-2-propenoic acid ou . .
1 Cinnamic acid (1TMS) X 15,16 NIST11s 95 Fenilpropandides X
2 1,3-Dipalmitin (1TMS) X 43,72 NIST11ls 69 Glicerolipideo X
1,9- Nonanedioic acid ou Azelaic <
3 acid (2TMS) X X 18,01 NIST11s 92 Acido Graxo X
4 Z'Ethy'b“ty”gs"’t‘g'rd’ nonadecyl x 4131 NISTO8 79 Acido Graxo X
5 4-Hydroxy-3,5,5-trimethyl-4-[3-oxo- X 18,10 NIST11s 03 Cetona X
1-butenyl]-2-cyclohexen-1-one
4-Hydroxy-3-methoxy benzoic acid Benzeno e derivados
6 ou Vanillic acid (2TMS) x ox 1r57 WILEY7 85 substituidos X
4-Hydroxy-3-methoxy cinnamic . .
7 acid ou Ferulic acid (1TMS)" X 21,62 NIST08 83 Fenilpropanoides X
4-methoxy-benzeneacetic acid Benzeno e derivados
8 (ATMS) X 15,04 NIST11 86 substituidos X
. . Benzeno e derivados
9 4-Methoxy-benzoic acid (1TMS) X x 14,81 NIST11 92 substituidos X
10 g'lZ'OCtade(chd,ﬁg;"c acid (z.2) 23,60 WILEY7 96 Acido Graxo X X X
11 9'12'OCtade°aeg't‘Z?°'c acid, ethyl 1371 WILEY7 82 Acido Graxo X
12 9-Octadecadienoic acid, ethyl ester  x 22,91 NIST11 94 Acido Graxo X
13 9-Octadecenoic acid (1 TMS) X 14,05 WILEY7 96 Acido Graxo X
14  9-Octadecenoic acid, ethyl ester X 22,92 NIST11 95 Acido Graxo X X
beta.-L-Mannofuranose, 6-deoxy- .
15 1,2,3,5-tetrakis-O-(1TMS)-? X 18,21  WILEY7 88 , Aclcar X
16 Butanedioic acid (2TMS) x 11,81 WILEY7 g5  AcidoCarboxilicoe
derivados
17  D-()-Tagatofuranose, pentakis, 17,88 NISTIL 91 Actcar X

(1TMS) ether (isomer 1)?
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19

20
21
22
23
24

25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46
47

48

49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

D-(+)-Talofuranose, pentakis,
(1TMS) ether (isomer 1)?
Decanedioic acid ou Sebacic acid
(2TMS)

Docosane
Docosanoic acid (1LTMS)
Dodecanoic acid (1TMS)

Dotriacontanoic acid (1TMS)

Dotriacontanol (1TMS)

D-Psicofuranose, pentakis, (1TMS)
ether (isomer 2)?

Eicosane
Glucopyranose, pentakis-O

(1TMS)?

Glyceric acid (3TMS)
Hecacosyl hexadecanoate
Hentriacontane
Heptacosane
Heptadecanoic acid (1TMS)
Heptanoic acid, docosyl ester
Heptatriacontane
Hexacosane
Hexacosanoic acid (1TMS)
Hexacosanol (1TMS) ether
Hexadecanoic acid (1TMS)
Hexadecanoic acid, eicosyl ester

Hexadecanoic acid, ethyl ester

Hexadecanoic acid, ethyl ester,
ethyl palmitate

Hexadecanoic acid, octacosyl ester

Hexadecanoic acid, propyl ester
(2TMS)

Hexadecenoic acid (1TMS)
Hexatriacontane

Hexatriacontanoic acid (1 TMS)

Hydrocinnamic acid ou
benzenepropanoic acid (LTMS)
Hydroxicinnamic acid ou p-
Coumaric acid (1TMS)"

Monopalmitin (LTMS) ether
Nonacosane ou n-Nonacosase
Nonadecane ou n-Nonadecane

Nonatriacontane
Octacosane
Octacosanoic acid (1TMS)

Octacosanol (1TMS)

Octadecanoic acid ou stearic acid
(AT™MS)

Octadecenoic acid (1TMS)
Octadecenoic acid, ethyl ester
Octatriacontane
Pentacosane

Pentatriacontane

p-Hydroxybenzoic acid (1TMS)

18,17

18,96
23,45
30,71
16,28
50,36
47,50
17,80
20,38
19,24
11,94
54,00
38,61
31,70
22,39
87,15
52,80
30,20
37,48
35,71
20,66
92,17
20,29
20,28
85,48
29,80
20,67
49,50
68,59
13,44

19,66
32,75
35,35
19,17
61,40
33,27
40,80
39,19
24,12
23,69
22,90
56,70
28,61
46,66
16,02

NIST11

NISTO8

FFNSC1.3
NIST11s
WILEY7
NISTO8
NIST11

NIST11
FFNSC1.3
NIST11

NIST11s
NIST11
FFNSC1.3
FFNSC1.3
NIST11s
WILEY7
NISTO8
NIST11
NISTO8
NIST11
WILEY7
NISTO8
WILEY7

WILEY7
WILEY7

NIST11s
NIST11
NISTO08
NISTO08
NIST11

WILEY7

NIST11s
FFNSC1.3
WILEY7
WILEY7
FFNSC1.3
NISTO8
NIST11s
NIST11s
WILEY7
NIST11
NIST08
FFNSC1.3
NIST11s
NIST11s

87

92

97
95
94
86
95

91
97
94

90
88
97
97
92
69
96
97
96
84
96
79
96

95
89
93
92
97
78
93

87

93
97
97
97
97
89
97
95
96
94
96
97
92
90

Agucar
Acido Graxo

Hidrocarboneto
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo

Agucar
Hidrocarboneto
Agucar
Agucar
Acido Graxo

Hidrocarboneto

Hidrocarboneto
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo

Hidrocarboneto
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo

Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo
Acido Graxo

Acido Graxo
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Fenilpropandide
Fenilpropandide

Glicerolipideo
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto
Hidrocarboneto

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo

Acido Graxo
Hidrocarboneto

Hidrocarboneto

Benzeno e derivados

substituidos

x

xX X X

41
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63 Ricinoleic acid (1TMS) X X 26,87 WILEY7 93 Acido Graxo X X X
64 Tetracontane - X 67,00 FFNSC1.3 83 Hidrocarboneto X

65 Tetracontanoic acid (1TMS) X - 40,94 NISTO8 85 Acido Graxo X
66 Tetracosan-1-ol (1TMS) ether X - 32,31 NISTO8 81 Acido Graxo X X
67 Tetracosane X X 26,95 WILEY7 97 Hidrocarboneto X X X
68 Tetracosanoic acid (1TMS) X x 33,80 NIST11 95 Acido Graxo X X X
69 Tetracosanoic acid, ethyl ester X - 33,18 FFNSC1.3 93 Acido Graxo X

70 Tetracosanol (1TMS) ether X - 32,32 NISTO8 81 Hidrocarboneto X

71 Tetradecanoato, ethyl X - 33,17 FFNSC1.3 94 Hidrocarboneto X
72 Tetradecanoic(f%::ag)u myristic acid x 18,50 WILEY7 96 Acido Graxo X X X
73 Tetratriacontane - X 44,25 NIST11 97 Hidrocarboneto X X X
74 Triacontane X x 36,95 FFNSC1.3 97 Hidrocarboneto X X
75 Triacontanoic acid (1TMS) X - 4491 WILEY7 86 Acido Graxo X X X
76 Triacontanol (1TMS) ether X - 42,82 NIST11 89 Acido Graxo X X
77 Tricosane ou n-Tricosane X x 2521 WILEY7 97 Hidrocarboneto X X X
78 Tritriacontadiene X - 41,39 NIST11 94 Hidrocarboneto X

‘Os compostos sombreados sdo substancias aromaticas encontradas na prépolis verde. TMS:
Substancias identificadas nas bases de dados na forma de derivados sililados. TR: Tempo de retencéo
médio considerando todos os valores encontrados nas diferentes fracdes. IS: indice de Similaridade.
OBS:: A classificagdo das substancias identificadas foi realizada de acordo com a base de dados
Classyfire. OBS2: A nomenclatura fornecida pelos registros de banco de dados foi mantida na
discriminag&o dos compostos.

Figura 12 - Cromatogramas das amostras das ceras de abelha bruta e purificada nas diferentes fracdes
estudadas, obtidos por CG/MS. Cromatogramas das fragcdes (A) metandlica, (B) hexanica, (C)
diclorometano:hexano, (D) diclorometanica M e (E) diclorometénica H. Condi¢Bes cromatograficas:
Pressdo de gas hélio de 187,1 kPa, velocidade linear 31,9 cm/s e fluxo de coluna 1,5 mL/min.
Temperatura da fonte de ions de 250°C e faixa de massa de 40 a 700 m/z a cada 0,3 s. Banco de
dados: NIST11, NIST11-S, WILEY7, NIST08 e FFNSC3.1.
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Os padrdes de fragmentacdes dos compostos graxos presentes nas diferentes
fracOes das ceras de abelha bruta e purificada revelaram que a cera de abelha bruta
apresenta alguns componentes distintos daqueles presentes na cera de abelha
purificada (Tabela 3). Dentre eles, pode-se destacar os acidos aromaticos. Ausentes
na cera de abelha purificada, esses &cidos séo caracteristicos da propolis verde
(SZLISZKA et al., 2013; BERRETTA et al., 2017) e tem atividade anti-inflamatéria
(MACHADO et al., 2012), como o acido cinamico e o acido p-cumarico, e atividade
antioxidante, como o acido ferdlico (SILVA et al., 2010). Assim, esses resultados
indicam a presenca da prépolis verde na cera de abelha bruta.

Ambas as ceras apresentam uma gama de acidos graxos alifaticos, como o
acido ricinoléico, acido estearico, miristico, entre outros (Tabela 3). O estrato corneo
também apresenta em sua composicao diversos acidos graxos. Esses sao saturados,
muitos com mais de 20 carbonos de comprimento, com Cz2:0 € Cz24:0 Sendo 0S mais
abundantes (WERTZ, 2013), mas acidos graxos de cadeia curta também estédo
presentes, como o acido linoleico (BOUWSTRA et al., 1998). O comprometimento do
estrato corneo decorrente da DA pode ser em parte recuperado pelos acidos graxos
presentes nas ceras. A cera de abelha bruta, por exemplo, apresenta em sua
composi¢cdo o &cido linoleico (9,12-Octadecadienoic acid), que esta presente no
estrato corneo.

Por outro lado, a cera de abelha purificada apresenta principalmente acido

cergtico (C26) e palmitato de merissila (C46) que séo acidos graxos de cadeia longa,
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além de outros &cidos graxos e alcoois (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 1929).
Devido a essa composicao lipidica, a cera de abelha deve contribuir para a
recomposicao dos acidos graxos de cadeia longa, cuja a deficiéncia tem sido descrita
em pacientes com DA (CASTRO et al., 2006).

5.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS DA
PROPOLIS VERDE NA CERA DE ABELHA

Para complementar as identificacbes dos compostos da prépolis verde
presentes nas ceras de abelha, a fracdo metandlica das ceras foi avaliada por
HPLC/UV e os cromatogramas comparados com o apresentado pelo extrato de
propolis verde padronizado. Assim, a Figura 13 mostra os perfis cromatogréaficos dos
extratos concentrados das ceras de abelha bruta e purificada e da propolis verde.
Figura 13 - Cromatograma do extrato metandlico concentrado da (A) cera de abelha bruta, (B) cera de
abelha purificada e (C) prépolis verde. CondicGes cromatograficas: coluna C18 com fase moével
composta por agua contendo 0,4% de &cido férmico, 5% de metanol e 2% de isopropanol (A)
acetonitrila e 2% de isopropanol (B) a um fluxo de 1 mL/min em gradiente de concentragao, sendo 20%
B por 3 min, 20-25% B de 3-4 min, 25% B de 4-15 min, 25-45% B de 15-20 min, 45% B de 20-40 min,
45-60% B de 40-45 min, 60-80% B de 45-68.83 min, 80-20% B de 68.86-70 min, 20% B de 70-80 min.

Volume de injecdo de 15 pL, temperatura do forno de 30°C e comprimento de onda de quantificacdo
de 300 nm.
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Comparando-se o perfil cromatogréafico da cera de abelha bruta (Figura 13A)
com o da propolis verde (Figura 13C) pode-se observar que os picos da propolis verde
eluidos em aproximadamente 22,5 min, 28,2 min, 33,9 min, 50,8 min e 57,8 min,

correspondentes ao acido cinamico, drupanina, kampferide, artepelin C e bacarina,
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respectivamente, também aparecem no cromatograma da cera de abelha bruta. Na
cera de abelha bruta pode-se observar ainda, em aproximadamente 22,4 min, um pico
intenso, correspondente ao acido cinamico, que assim como o artepelin C e a bacarina
tem atividade anti-inflamatéria e antioxidante (JEONG et al., 2007; MACHADO et al.,
2012). Este pico também aparece no extrato da propolis verde, mas em menor
intensidade. Ja no cromatograma referente a cera de abelha purificada (Figura 13B)
nao foram observados picos de nenhum desses componentes.

A prépolis verde é constituida por uma grande quantidade da mistura de
compostos de flavonoides e acidos fendlicos, dentre eles, artepelin C, bacarina,
drupanina, kampferide, isosakuranetina, dihidrokampferide, acido p-cumarico, acido
cafeico, aromadendrina, derivados do &acido cafeoilquinico e outros compostos, como
0 lupeol-3- (3'R-hidroxi) -hexadecanoato de triterpeno. A principal fonte desses
compostos é a Bacaris dracunculifolia. Artepelin C, bacarina e drupanina sao
compostos caracteristicos da prépolis verde produzida pelas abelhas da espécie Apis
melifera (MACHADO et al., 2012; SAITO et al., 2015; LUSTOSA, et al., 2008), mesma
espécie que produziu a cera de abelha bruta utilizada neste trabalho. Desta forma,
pode-se inferir que a cera de abelha ndo processada possui residuos de prépolis verde
e que provavelmente sdo abelhas da espécie Apis melifera a qual o produzem, cujo a
principal fonte de coleta séo as fontes botanicas Bacaris dracunculifolia.

Para quantificacdo da propolis na cera de abelha bruta utilizada para fazer os
cremes, utilizou-se o artepelin C como marcador devido este ser o composto
majoritario presente na prépolis verde. Assim, a avaliacdo no HPLC de vérias
concentragcdes conhecidas de artepelin C purificado possibilitou a constru¢céo de uma
curva analitica (y= 0,0374x+0,0061, R?= 0,9993) (SOUSA et al., 2007) que permitiu
determinar a concentracdo de artepelin C presente na cera de abelha bruta.
Determinou-se a quantidade de 21+2,98 pug de artepelin C por grama de cera de

abelha bruta e de 0,56+0,12 mg/g de artepelin C no extrato metanadlico concentrado.

5.3 CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA CERA DE ABELHA
BRUTA E DO EXTRATO DE PROPOLIS VERDE

Para se avaliar a capacidade dos extratos das ceras em influenciar na producéo
de mediadores inflamatorios, as concentracbes dos mesmos ndo devem ser

citotdxicas para as células. Assim, a Figura 14 mostra a viabilidade de macréfagos na
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presenca de diferentes concentragcdes de extrato metandlico da cera de abelha bruta

e extrato de propolis verde padronizado apds 24 h de tratamento.

Figura 14 - Viabilidade de macréfagos (AMJ-2) submetidos ao tratamento por 24 h com extrato
metandlico da cera de abelha bruta e extrato de propolis verde analisados por citometria de fluxo (n=6):
A) controle, B) células tratadas com o solvente dos extratos: 0,05% de DMSO, C) extrato metandlico
da cera de abelha bruta a 6,25, 12,5 e 25 ug/mL, correspondente a 3,5, 7 e 14 ng/mL de artepelin C,
D) extrato de propolis verde a 34, 60 e 119 ng/mL, correspondente a 4, 6,7 e 14 ng/mL de artepelin C.
Os quadrantes P2 representam as células viaveis e o P3 as células mortas.
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A Figura 15 é possivel visualizar os resultados de toxicidade celular em forma

de porcentagem de células viaveis com o tratamento das células com diferentes

concentracfes de extrato metandlico da cera de abelha bruta e do extrato de propolis

verde.
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Figura 15 - Porcentagem de células viaveis (AMJ-2) apds tratamentos com diferentes concentracées
de extrato metandlico de cera de abelha bruta (A) e extrato de prépolis verde (B).
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Nenhuma das concentragdes testadas de extrato da cera de abelha bruta e de
extrato de propolis verde matou numero significativo de macrofagos, os quais
apresentaram viabilidade celular de aproximadamente 100% e 85%, respectivamente
(Figura 14 e 15). Deve-se ressaltar que ambos os extratos, da cera bruta e propolis
verde possuiam a mesma concentracao de artepelin C, sendo elas de 3,5 - 14 ng/mL.

Sendo assim, essas concentragdes de extratos puderam ser utilizadas no
estudo de atividade anti-inflamatoria nos macrofagos estimulados com LPS.

O processo de inflamacao presente na DA envolve uma resposta inflamatoria
com ativacdo de linfocitos LTCD4 e atracdo de macréfagos, culminando na liberacao
de diversas citocinas, incluindo IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17a, TNF-a e IFN-
y (BATISTA et al.,, 2015; CASTRO et al., 2006; LEUNG; BOGUNIEWICZ, 2003;
BRUNNER; YASSKY; LEUNG, 2017).

Para verificar a influéncia dos componentes presentes no extrato concentrado
da cera de abelha bruta na resposta inflamatédria caracteristica da DA, LPS foi
adicionado ao meio de cultura de macrofagos. O LPS é uma toxina que gera um
estresse celular na cultura de células que resulta no aumento da liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios (TUIN et al., 2006). Assim, cultura de macrofagos
estimuladas com LPS podem ser utilizadas como modelo de meio inflamado
(MARTIN, 2000).

Apos estimulo dos macréfagos com LPS (1000 ng), monitorou-se a expressao
dos marcadores pro-inflamatorios IL-6, IL-17, TNF-a e INF-y comparada a expressao
desses mesmos marcadores pelas células ndo estimuladas com LPS. Observou-se

gue as células AMJ-2, nas condicbes em que o experimento foi realizado, néo
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produziram quantidades significativas de IL-17 e INF-y antes ou apds o estimulo com
LPS. Sendo assim, monitorou-se a influéncia do tratamento das células com a cera
de abelha bruta e do extrato de propolis verde apenas em relacdo a producéo de IL-6
e TNF-a.

A Figura 16 mostra a expressdo de TNF-a pelos macrofagos estimulados com
LPS apos tratamento dos mesmos com diferentes concentracdes de extrato de cera

de abelha bruta e extrato de propolis verde contendo de 3,5 a 14 ng/mL de artepelin
C.

Figura 16 - Modulacdo da expressdo de TNF-a pelos macréfagos (AMJ-2) apés estimulo com LPS e
tratamento com extrato metandlico da cera de abelha bruta (A) e extrato de prépolis verde (B) contendo
artepelin C na faixa de concentragdo de 3,5 a 14 ng/mL.
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Letras iguais indicam semelhanca estatistica enquanto letras diferentes indicam diferencga estatistica
(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p<0,05) (n=6).

A Figura 17 mostra a expressdo de IL-6 pelos macrofagos estimulados com
LPS apds tratamento dos mesmos com diferentes concentragfes de extrato de cera

de abelha bruta e extrato de prépolis verde contendo de 3,5 a 14 ng/mL de artepelin
C.
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Figura 17 - Modulacdo da expressdo de TNF-a pelos macréfagos (AMJ-2) apés estimulo com LPS e
tratamento com extrato metandlico da cera de abelha bruta (A) e extrato de prépolis verde (B) contendo
artepelin C na faixa de concentracdo de 3,5 a 14 ng/mL.
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Letras iguais indicam semelhanca estatistica enquanto letras diferentes indicam diferenca estatistica
(One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey, p<0,05) (n=6).

Pode-se observar na Figura 16 e 17 que o estimulo dos macro6fagos com LPS
aumentou significativamente a concentracdo de TNF-a e IL-6 expressa em relacao as
células ndo estimuladas (controle). O tratamento das células estimuladas com LPS
tanto com o extrato de cera de abelha bruta como com o extrato de prépolis verde
parece diminuir mais efetivamente a expressao de TNF-a e IL-6 quando presente em
concentrac6es menores do que 4 ng/mL de artepelin C. O tratamento com 3,5 ng/mL
de artepelin C do extrato de cera de abelha bruta diminuiu, por exemplo,
aproximadamente 2 vezes a expressao de TNF-a em relacdo as células apenas
estimuladas com LPS e néo tratadas (Figura 16A). Ja para o extrato de prépolis, tanto
o tratamento com 4 ng/mL quanto o tratamento com 6,7 ng/mL de artepelin C reduziu
essa expressdo em aproximadamente 2 vezes. O tratamento com 14 ng/mL de
artepelin C reduziu, para ambos os extratos, apenas em torno de 1 vez a expressao
de TNF-a.

A maior reducdo na expressdo de IL-6, em relacdo ao tratamento com
concentracfes maiores, também foi observada quando as células foram tratadas com
3,5 ng/mL em artepelin C do extrato de cera de abelha bruta (Figura 17A). No
tratamento com o extrato de prépolis verde, no entanto, uma concentracdo de
artepelin C um pouco mais alta, de 4 ng/mL, n&o permitiu que esse efeito na redugao
da IL-6 fosse visivel (Figura 17B), sendo, nesse caso, semelhante a observada
guando as células foram tratadas com 6,7 e 14 ng/mL de artepelin C. No entanto,
pode-se observar na Figura 17B que a expressao de IL-6 em resposta ao estimulo

com LPS para essa série de experimentos foi aproximadamente 6 vezes menor do
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gue para a série de experimentos que receberam o tratamento com o extrato da cera
de abelha bruta (Figura 17A). A menor sensibilidade ao teste na série de experimentos
realizados com a propolis verde pode ter resultado na maior dificuldade em se
observar o efeito potencial da prépolis verde em reduzir a expressao de IL-6 quando
presente em baixas concentragdes, como 0 observado para a cera de abelha bruta.
No entanto, como a resposta das células tratadas com LPS em relacéo a citocina TNF-
a foi semelhante a obtida com o extrato da cera bruta, sugere-se que sejam 0s
componentes da propolis verde presentes na cera de abelha bruta que estdo
conferindo a ela uma atividade anti-inflamatéria quando presentes em baixas
concentragoes.

Considerando o0 acima exposto, a reducdo na expressao de citocinas proé-
inflamatoérias por extratos contendo componentes da propolis verde, ricos
principalmente em artepelin C, indicam que seu emprego em baixas concentracdes
em formulacdes de uso tOpico possa ser vantajoso para o controle e tratamento de
DA. Além disso, quando usado em baixas concentracbes, o odor marcante
caracteristico da préopolis ndo é percebido, o que € uma vantagem para pacientes com
DA visto que estimulos fortes, como fragrancias, podem desencadear reacdes
alérgicas (CARVALHO et al., 2017).

5.4 PREPARO E CARACTERIZAQAO DOS CREMES

E sabido que o uso de hidratantes, principalmente aqueles com elevado teor
de 6leo, como por exemplo o Cold Cream, consiste em uma medida bésica para o
tratamento de pacientes atdpicos. Eles apresentam como vantagens emoliéncia e
elevada hidratacdo da pele, sendo capazes de estabilizar a funcdo da barreira
cutanea, visto que esses pacientes apresentam comprometimento da barreira cutanea
bem como sensibilidade a diversos estimulos (CASTRO et al., 2006).

O Cold Cream B. e o Cold Cream P. foram preparados com componentes
semelhantes, exceto em relacdo a pureza da cera de abelha, sendo que o Cold Cream
B. foi formulado com cera de abelha bruta e o Cold Cream P., assim como o
Farmacopeico, com cera de abelha purificada.

A gquantificacdo do artepelin C na cera de abelha bruta, como relatado no item
5.2, permitiu calcular a quantidade de artepelin C, marcador da prépolis verde,

presente no Cold Cream B., que foi de 2,7 ug/g. Sendo assim, o Cold Cream
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P.+Prépolis foi preparado com quantidade de extrato de propolis padronizado
equivalente a essa concentracdo de artepelin C, para que tanto o Cold Cream B.
guanto o Cold Cream P.+Prépolis apresentassem mesma concentracdo do marcador
da prépolis verde.

Considerando, portanto, que cada mg de creme aplicado fornece a pele 2,7 ng
de artepelin C, se o creme for aplicado de maneira continua, como requerido nos
tratamentos de DA, estima-se que concentracbes de propolis verde terapéuticas
cheguem as células e tenham alguma atividade anti-inflamatéria que possa ser
benéfica para o controle da doenca.

Todos os cremes apresentaram-se semissolidos, homogéneos, com coloracao
branca e odor leve caracteristico de material graxo. O tamanho médio das goticulas
gue compde os cremes, determinado por microscopia 6tica, encontra-se apresentado
na Tabela 4.

Tabela 4 - Didametro médio das goticulas que comp&em os cremes preparados.

Formulacgéo Diametro (um)
Cold Cream Farmacopeico 15+0,1
Cold Cream B. 1,5+0,1
Cold Cream P. 1,8+0,2
Cold Cream P.+ Propolis 1,9+0,2

Valores expressos como média + DP. N&o houve diferenca significativa entre o didmetro das
goticulas dos cremes (One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey p<0,05, n=2).

Pode-se observar na Tabela 4 que a mudanca nas caracteristicas de pureza
da cera, a adicdo de propolis e a composicdo dos cremes ndo alteraram

significativamente o tamanho das goticulas.

5.4.1 Caracteristicas organolépticas e reoldgicas dos cremes

Armazenados por 60 dias a temperatura ambiente, o Cold Cream B. e o Cold
Cream P., contendo ou ndo propolis, ndo apresentaram modificacdes aparentes na
cor, odor e aspecto fisico, sendo classificados como N (Normal; Sem alteracéo)
(BUHLER; FERREIRA, 2008). J4 o Cold Cream Farmacopeico apresentou leve
separacao da fase oleosa apés 30 dias, com consequente alteracdo no aspecto fisico,
se mostrando instavel (Figura 18).
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Figura 18 - Fotografia dos cremes: A) Cold Cream Farmacopeico ap6s 30 dias armazenado, B) Cold
Cream B. ap6s 60 dias, C) Cold Cream P. apés 60 dias e D) Cold Cream P.+Prépolis apds 60 dias.

Na Figura 19 pode-se observar o perfil reologico dos cremes em fungédo do

tempo de armazenamento, a temperatura ambiente.

Figura 19 - Curva de fluxo (tensé@o de cisalhamento vs. taxa de cisalhamento) do Cold Cream B. (A)
Cold Cream P. (B), Cold Cream P.+Propolis (C) e Cold Cream Farmacopeico (D) armazenados a
temperatura ambiente e avaliados logo apos o preparo (T0) e apés 15 (T15), 30 (T30), 45 (T45) e 60
(T60) dias. O Cold Cream Farmacopeico foi avaliado por apenas 15 dias devido a separacéo de fases
observada no 30° dia. As setas indicam a direcéo da taxa de cisalhamento.
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Todos 0s cremes apresentaram comportamento nado newtoniano e nao
necessitando de uma tensao de cisalhamento inicial para comecarem a escoar, com
caracteristicas, portanto, pseudoplasticas, ou seja, com diminui¢céo da viscosidade em
funcdo do aumento da taxa de cisalhamento (SILVA; VALARINI; LEONARDI, 2013).
Apresentaram também tixotropia, ou seja, com reducdo da viscosidade dependente
também do tempo de cisalhamento. Sendo assim, as curvas de taxa crescente e
decrescente foram distintas, fendbmeno conhecido como histerese que pode ser
guantificado pela determinacdo da &area de histerese (ANDRADE; ROSA; SILVA,
2013). Essas caracteristicas sdo de interesse para formulagdo cosmética e
dermatoldgica, uma vez que o comportamento pseudoplastico facilita o processo de
envase, producéao e aplicacdo do creme na pele (GASPAR; MAIA CAMPQOS, 2003).

As curvas de fluxo dos cremes preparados com os agentes estabilizantes (Cold
Cream B., P. e P.+Propolis) ndo apresentaram alteracdes significativas em funcéo do
tempo de armazenamento. Por outro lado, a curva de fluxo do Cold Cream
Farmacopeico armazenado por 15 dias (T15) apresentou nitida diferenca daquela
apresentada logo apés 24 horas do preparo (TO) (Figura 19). Essas diferencas foram
confirmadas com a determinacdo dos valores de viscosidade aparente (30 s) e area

de histerese (Tabela 5).

Tabela 5 - Viscosidade aparente (30 s) e area de histerese dos cremes em fungéo do tempo de
armazenamento, a temperatura ambiente.

Tempo B. P. ) P.+Prc’)po|i,s Farmacopeiqo
Viscosidade( Areade  Viscosidade Area Viscosidade Area de Viscosidade Area de
Pa.s) Histerese (Pa.s) Histerese (Pa.s) Histerese (Pa.s) Histerese
0 1,7+0,2 3737 2,9+0,2 14959 1,7+0,5 11783 + 309 3,740,1 10157
+924 +1171 +1274
15 1,8+0,4 3745 3,04£0,1 15653 2,9+0,2 14296 +3319 4,3+0,1# 21792+1266#
+1018 +909
30 1,6+0,2 4222 3,240,5 12166 3,2+0,1 11689 +1586 -* -*
+1228 +452
45 1,6+0,2 3750 3,7¢1,1 11220 2,3+0,3 13595 -* -*
+1545 +1214 +2301
60 2,1+0,3 4289 3,740,2 12400 3,5+0,7 14379 £3152 -* -*
+1401 +2586

Valores expressos como média + DP. T-test (p<0,05) (n=3). # Diferenca estatistica em relagcao ao T0O. -* N&o foram
analisados devido separacgéao de fases.

Um dos parametros que podem caracterizar a estabilidade de emulsdes é a
viscosidade aparente. A viscosidade aparente é um dado que pode ser medido a partir

da inclinacdo de uma tangente tracada a curva de fluxo em um ponto especifico. Ela
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€ calculada em conjunto com a taxa de cisalhamento. A alteracdo de suas
caracteristicas indica sinais de instabilidade da formulacdo. Alteracdes na area de
histerese com o tempo de armazenamento também sugerem problemas de
estabilidade.

Pode-se observar na Tabela 5 que tanto a viscosidade aparente como a area
de histerese do Cold Cream Farmacopeico apresentaram alteragdes estatisticamente
significativas no T15 em relacdo ao TO, atestando a sua instabilidade. Essa foi
confirmada pela separacao de fases deste creme apds 30 dias (Figura 18A). Ja os
outros cremes nao apresentaram alteragdes significativas em nenhum dos parametros
analisados durante os 60 dias do estudo.

Comparando-se as caracteristicas dos cremes de composi¢ao similar, porém
preparados com cera de abelha de pureza distinta, observou-se que o Cold Cream B.,
preparado com a cera de abelha bruta, apresentou viscosidade média de
aproximadamente 1,8 Pa.s, quase 2 vezes menor do que a viscosidade do creme
preparado com a cera de abelha purificada (~3,3 Pa.s). A area de histerese média do
Cold Cream B. também foi menor do que a do Cold Cream P., aproximadamente 3
vezes, possivelmente devido a sua menor viscosidade. J& a adicdo da propolis ao
Cold Cream P., dando origem ao Cold Cream P.+Propolis, nao alterou
significativamente as caracteristicas de fluxo do creme. Excecéo as caracteristicas
similares dos dois cremes obtidos com a cera purificada, esta na viscosidade um
pouco menor do Cold Cream P.+Propolis logo apdés o preparo, sugerindo a
necessidade de um maior tempo para a formulagcdo entrar em equilibrio quando a
propolis € adicionada. Todas essas formulacfes, no entanto, foram estaveis durante

os 60 dias de armazenamento.

5.4.2 Avaliacéo das propriedades mecanicas e for¢ca de bioadesao
As propriedades mecanicas, bem como a for¢a bioadesiva dos cremes estao

apresentadas nas Figuras 20 e 21, respectivamente.



56

Figura 20 - Propriedades mecanicas do Cold Cream Farmacopeico, Cold Cream B., Cold Cream P. e
Cold Cream P.+Propolis.
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Letras iguais indicam semelhanca estatistica enquanto letras diferentes indicam diferenca estatistica.
T-test (p<0,05) (n=10).

Figura 21 - Forca bioadesiva e trabalho de bioadesé&o das formulag8es Cold Cream Farmacopeico,
Cold Cream B., Cold Cream P. e Cold Cream P.+Propolis.
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A andlise das propriedades mecéanicas e for¢a bioadesiva de uma formulagéo
topica é essencial para garantir uma adeséao, conforto e eficacia do tratamento. Para
isso é realizado a analise do perfil de bioadeséao e textura, de modo a determinar os
valores de dureza, compressibilidade, coesividade e elasticidade (JONES;
WOOLFSON; DJOKIC, 1997), além da forga bioadesiva e trabalho de bioadeséo.

A bioadesao esta relacionada com o contato de um polimero natural ou sintético
com um substrato biolégico. Ela fornece algumas vantagens como, contato intimo com
o substrato, liberacdo sustentada de farmacos e capacidade de atingir tecidos
especificos (NEEDLEMAN; SMALES, 1995).

Interacdes eletrostéticas, ligacdes de hidrogénio, hidrofobicas ou de Van der
Waals séo os principais tipos de interacdes que podem ocorrer entre o polimero e o
substrato biologico, sendo determinantes para forca bioadesiva e consequentemente
para diferentes de ruptura quando em contato com a pele (CARVALHO et al., 2010).

Pode-se observar na Figura 20 que o Cold Cream B. foi o que apresentou
propriedades de dureza e compressibilidade mais distintas dos demais cremes,

apesar da sua composicao ser semelhante ao dos Cold Cream P. e P.+Propolis.
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Esses resultados sugerem que os componentes da cera de abelha influenciam
significativamente nessas propriedades. A menor dureza e compressibilidade do Cold
Cream B., preparado com a cera de abelha bruta, indica maior facilidade de aplicacéao
e espalhabilidade, retirada da embalagem e reestruturacdo (SILVA; VALARINI;
LEONARDI, 2013) quando comparado aos outros cremes. A maior coesividade e forca
bioadesiva (Figura 21) do Cold Cream B. em relacdo aos demais também foi
observada, sugerindo uma maior capacidade deste creme em se reestruturar e
permanecer em contato com a pele por mais tempo, visto que, na analise bioadesiva
€ preciso maior forca para destacar o creme da pele (NEEDLEMAN; SMALES, 1995).

Os cremes preparados com a cera purificada, todos eles, inclusive o
Farmacopeico, apresentaram propriedades mecanicas similares, apesar dos valores
de dureza e coesividade ligeiramente maior e menor, respectivamente, do Cold Cream
Farmacopeico (Figura 20). As forcas e trabalho de bioadesao também foram menores
para o Cold Cream Farmacopeico. Assim, além da pureza da cera de abelha, a
composicdo da formulacdo também apresenta alguma influéncia nas propriedades
mecanicas e de bioadesao.

Em sistemas semissdlidos, a ruptura de ligacdo bioadesiva pode ocorrer em
trés regides distintas: dentro da pele (quando as ligacdes bioadesivas séo fortes), na
interface entre o sistema e a pele (quando as interacdes sao fracas) ou ainda na parte
hidratada do proprio sistema (quando as ligacées sao muito fracas) (CARVALHO et
al., 2010).

Conforme demonstrado na Figura 22, o local de ruptura dos cremes preparados
com cera de abelha bruta e cera de abelha purificada também foram diferentes. A
ruptura dos cremes compostos por cera de abelha bruta ocorreu na camada hidratada
do sistema bioadesiva (ligagdes muito fracas), enquanto que 0s cremes compostos
por cera de abelha purificada a ruptura ocorreu na interface entre o sistema e a pele
(ligagoes fracas). Assim, por mais que o Cold Cream B. (composto por cera de abelha
bruta) se mostrasse mais bioadesivo, de acordo com o teste de forca bioadesiva, o
mesmo apresentou regido de ruptura com forcas muito fracas. Acredita-se que o
mesmo possua uma forca de interagcdo maior com a pele do que com ele mesmo, se

rompendo entdo na parte hidratada do préprio sistema.
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Figura 22 - Ruptura de ligagéo bioadesiva entre a formulacdo e a pele de orelha de porco. Cold Cream
preparado com cera de abelha bruta (A), Cold Cream preparado com cera de abelha purificada (B).

Ainda cabe ressaltar que o trabalho de bioadesdo dos Cold Cream P. e

P.+Propolis foi maior inclusive do que o realizado para destacar o Cold Cream B. da
pele. Ou seja, a quantidade de energia consumida nesta tarefa é maior quando os
Cold Cream P. sdo aplicados, sugerindo possibilidade de um maior tempo de
permanéncia destes cremes na pele.

Como as propriedades mecanicas e de bioadesédo dos Cold Cream P. foram
estatisticamente semelhantes e similares as apresentadas pelo Cold Cream
Farmacopeico, este ultimo ja utilizado na clinica, o Cold Cream P. e o Cold Cream
P.+Proépolis foram os escolhidos para os estudos in vivo, em pacientes com DA. Desta
forma, foi possivel avaliar clinicamente a influéncia da propolis na DA e a sua
efetividade no impacto da evolugcédo da doenca, j4 que a adicdo da mesma ao Cold
Cream P. nao alterou as propriedades fisico-quimica e bioadesiva do creme.

5.4.3 Avaliacéo in vitro da hidratacéo da pele através da medida de resistividade
elétrica do estrato corneo

A hidratacdo estd relacionada com o fornecimento e retencdo de éagua
adequada nos tecidos biologicos (WILLIAMS; BARRY, 2004). Ja a resistividade
elétrica estéa relacionada com a passagem de corrente elétrica, sendo dependente da
guantidade de agua presente na pele, ou seja, quanto maior a quantidade de agua
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menor a resistividade elétrica. Assim, uma menor resistividade elétrica pode indicar
uma maior hidratacdo da pele. A Figura 23 mostra a porcentagem de hidratacdo do
estrato corneo, determinada de acordo com a Equacéo IV, e a porcentagem de teor
de agua, determinada utilizando o aparelho Skin Up, ap6s 8 horas de contato dos

cremes com a pele da orelha de porco, in vitro.

Figura 23 - Porcentagem de hidratagéo (A) e de teor de agua (B) da pele apés 8 h de contato com os
cremes: Cold Cream B. (B.), Cold Cream Farmacopeico (Farmacopeico), Cold Cream P. (P.) e Cold
Cream P.+Propolis (P.+Prépolis). Controle: PBS.
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A Figura 23A sugere que todos os cremes avaliados, exceto o Cold Cream
Farmacopeico, apresentaram capacidade de hidratacdo da pele quando comparado
ao tratamento apenas com PBS. A medida de resistividade da pele, como feita para
se determinar a porcentagem de hidratacdo mostrada na Figura 23A, € geralmente
realizada para verificar alterac6es no estrato cérneo sofridas apés tratamento da pele
com algum estimulo fisico, como o ultrassom (PRAUSNITZ et al., 1993; POLAT et al.,
2011), que acaba por desorganizar o estrato corneo e facilitar a passagem da corrente
elétrica, ou seja, diminuir sua resistividade. O aumento da corrente elétrica verificado
nos experimentos de hidratacdo poderia estar relacionado, portanto, a uma
desorganizacdo do estrato corneo e ndo a maior hidratacdo da pele. Assim, para
validar essa determinacdo, a hidratacdo da pele foi avaliada também utilizando um
aparelho préprio para determinar teor de agua na pele. Com pode ser observado na
Figura 23B, os resultados de teor de agua corroboraram com os resultados de

hidratac&o analisados pelo método de resistividade elétrica, visto que os Cold Cream
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B., P. e P.+Propolis também levaram a um aumento da porcentagem de agua na pele
apos 8 h quando comparado ao controle (PBS). A aplicacdo dos cremes, devido ao
alto conteudo de material graxo, parece estar, portanto, evitando a perda de agua
transepidermal, resultando no aumento da hidratagcdo. Como a pele dos pacientes
com DA apresentam elevada perda de agua transepidermal (PROKSCH; JENSEN,;
ELIAS, 2003), o uso dos cremes em analise deve contribuir para evitar essa perda

excessiva.

5.5 ENSAIO CLINICO EM HUMANOS

O estudo clinico foi feito principalmente visando avaliar a influéncia de baixas
concentracfes de propolis verde no controle da DA. A propolis verde é normalmente
adicionada em cremes em concentracdes na faixa de 3% a 10%, concentracdes essas
pelo menos 1000 vezes maiores do que a presente no Cold Cream B. ou no Cold
Cream P.+Propolis. Os estudos em cultura de células (Figuras 16 e 17) mostraram,
no entanto, que concentracdes baixas de propolis verde parecem modular a
expressao de TNF-a e IL-6, exacerbadas na pele do paciente atdpico, de maneira
mais eficiente do que concentracdes mais elevadas. Além disso, altas concentracfes
de propolis deixam um odor caracteristico nos cremes, como ja salientado
anteriormente, que podem estimular processos alérgicos no paciente. A possibilidade
de se ter um efeito anti-inflamatorio da propolis em baixas concentra¢des €, portanto,
vantajosa para o tratamento de DA.

Para evitar que as propriedades mecanicas, de textura e de hidratacdo do
creme ocasionasse um Vviés na avaliacdo do efeito da prépolis, o estudo clinico foi
conduzido com o Cold Cream P., adicionado ou ndo da propolis. A cera de abelha
purificada que faz parte desses cremes apresenta composicdo mais reprodutivel,
devido exatamente ao processo de purificagdo, do que a cera de abelha bruta,
presente no Cold Cream B. Variagfes na composi¢cdo da matéria prima, como as que
podem ocorrer com a cera de abelha bruta, ndo sédo vantajosas para o controle de
gualidade do produto final e podem resultar em dificuldades na producéo industrial.

Assim, o grupo controle do estudo clinico foi o Cold Cream P. e 0 grupo
intervencao o Cold Cream P.+Propolis. No entanto, como os cremes possuem acidos
graxos em sua composi¢cdo, os quais podem auxiliar na recomposi¢do do estrato

cérneo da pele com DA, a adesdo do paciente ao tratamento assim como o0 impacto
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do uso do creme na qualidade de vida, independente da presenca de propolis em sua

composicao, também foram levados em consideracao na avaliacdo do paciente.

5.5.1 Estudo Piloto

No estudo piloto, realizado para ajustar o questionario sociodemografico e
clinico as necessidades da pesquisa, observou-se que alguns pacientes ndo sabiam
o significado de determinadas palavras e ndo entendiam alguns questionamentos e
instru¢cdes. O questionario foi, portanto, adequado para facilitar a compreensao de
pacientes com escolaridade distintas.

Esse estudo foi também importante para ajudar a pesquisadora a se familiarizar

com o ambiente ambulatorial e a adotar postura adequada no trato com os pacientes.

5.5.2 Caracteristicas da populacédo de estudo

Os resultados apresentados a seguir sao referentes ao acompanhamento do
uso do Cold Cream P. ou do Cold Cream P.+Prépolis pelos pacientes do ambulatério
de dermatologia do HCFMRP no periodo de agosto de 2018 a mar¢o de 2019.

A partir da analise geral dos prontuarios dos pacientes diagnosticados, em
consultas anteriores, com DA foram recrutados 35 pacientes. Sabe-se, no entanto,
gue a DA é uma doenca que a maioria dos médicos dermatologistas encontra
dificuldade para confirmar o diagnostico (HANIFIN; RAJKA, 1980). Sendo assim, 4
pacientes inicialmente diagnosticados com DA, conforme especificacdo no prontuario,
obtiveram, apds a consulta médica realizada imediatamente antes da entrevista do
primeiro contato com o paciente, diagndstico diferente e, por isso, ndo foram incluidos
no estudo. Além deles, outros 15 pacientes selecionados a partir do prontuario nédo
foram incluidos devido a relato de alergia a algum componente da formulacao,
gravidez, incapacidade de compreenséo basica do questionario, ndo comparecimento
a consulta e falta de interesse em participar da pesquisa (Figura 24). Os 16 pacientes
incluidos no estudo foram entdo randomizados e distribuidos em dois grupos com 8
pacientes cada: grupo controle (Cold Cream P.) e grupo interven¢cédo (Cold Cream

P.+Propolis).
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Figura 24 - Fluxograma da selecao de pacientes para o estudo clinico.
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Ap6s o inicio do estudo outros 7 pacientes, ou seja, 44% dos 16 selecionados,
foram excluidos devido ao abandono da pesquisa e ao aparecimento de lesGes e/ou
prurido apos inicio da utilizagéo da formulacdo. O estudo foi concluido com 4 pacientes
no grupo controle (50%) e 5 pacientes no grupo intervencgéo (62,5%) (Figura 24).

Os dados sociodemograficos dos 16 pacientes que foram incluidos no estudo

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados sociodemogréaficos e acesso ao servico de salde dos pacientes.

Grupo controle Frequéncia Grupo intervencdo Frequéncia  Valor-P

Populacdo (n=8) (%) (n=8) (%)
Sexo
Feminino 5 62,5 6 75 P=0.999*
Masculino 3 37,5 2 25 '
Raca
Branco 7 87,5 6 75 P=0.999*
Mulato 1 12,5 2 25 '
Estado Civil

Casado (a) 4 50 3 37,5 P=0,120
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Solteiro (a) 2 25 5 62,5
Separado (a)/Divorciado (a) 2 25 0 0
Escolaridade
Fundamental Completo 1 12,5 0 0
Fundamental Incompleto 1 12,5 1 12,5 P=1.000
Ensino Médio Completo 5 62,5 6 75 ’
Ensino Superior Completo 1 12,5 1 12,5
Frequéncia de consultas
ao dermatologista (anual)
0-4 vezes 6 75 4 50
5-7 vezes 1 12,5 1 12,5 P=0,999
8-12 vezes 1 12,5 3 37,5

* Probabilidade de significancia (Valor-P) calculada pelo teste Exato de Fisher. O teste qui quadrado
foi utilizado para o calculo de P das outras variaveis.

A média de idade dos pacientes elegiveis para o estudo foi de 32,5 anos
(DP=11,68), variando entre 18 e 58 anos. Em relacdo ao sexo, 69% dos pacientes
eram do sexo feminino e 31% do sexo masculino (Tabela 6). A maioria dos pacientes
estudados foi, portanto, do sexo feminino, de raca branca e com ensino médio
completo. Ainda se observa que a maioria desses pacientes consultam o
dermatologista do ambulatério da HCFMRP até 4 vezes por ano, com uma média de
3,67+0,52 vezes por ano. Este resultado permite evidenciar que a DA é uma doenca
gue preocupa e interfere diretamente na qualidade de vida do paciente.

Para a distribuicio homogénea dos pacientes entre 0S grupos controle e
intervencao, além do sexo, raca e medicamentos em uso, as variaveis confundiveis

apresentadas na Tabela 7 também foram levadas em consideracéo.

Tabela 7 - Variaveis confundiveis levadas em consideracao na distribuicdo dos grupos.

Grupo controle Frequéncia Grupo intervencdo Frequéncia

Populacdo (n=8) (%) (n=8) (%) Valor-P
Aumento da dose de MTX 1 12,5 0 0
Introducao de corticoide oral 0 0 1 12,5
Introducéo dg a.nt|b|c,)t|.co 1 12,5 0 0
oral e de corticoide tdpico
Retirada de MTX 0 0 1 12,5 P=0,608"
Diminuicéo da_dose de 0 0 1 12,5
ciclosporina
Retirada gradual do 0 0 1 12,5

corticoide oral

MTX= metotrexato, *Probabilidade de significancia (Valor-P) calculada pelo teste Exato de Fisher.

As variaveis confundiveis foram introduzidas pelo médico na primeira consulta
apos inclusdo dos pacientes. O pesquisador externo foi o responsavel pela

redistribuicdo dos grupos considerando essas variaveis.
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Para analisar a homogeneidade dos grupos apés distribuicédo foi realizado o
teste Exato de Fisher para as variaveis sexo, raca e variaveis confundiveis e o teste
qui-quadrado por associacdo para as demais variaveis. Pode-se observar nas Tabelas
6 e 7 que o valor de P foi maior do que 0,05 para todas as varidveis consideradas para
a aleatorizacdo dos grupos, comprovando que os grupos foram distribuidos
homogeneamente.

Na Tabela 8 estdo apresentadas as frequéncias das comorbidades alérgicas,

asma e rinite, relatadas pelos pacientes incluidos no estudo.

Tabela 8 - Comorbidades alérgicas apresentadas pelos pacientes incluidos no estudo.

Grupo controle Frequéncia Grupo intervencao Frequéncia
Comorbidade (n=8) (%) (n=8) (%)
Rinite 3 37,5 3 37,5
Asma 2 25 0 0
Asma e Rinite 0 0 3 37,5

Foi possivel observar que a maioria dos pacientes, tanto do grupo controle,
guanto do grupo intervencao apresentavam doencas alérgicas, como rinite e/ou asma,
como esperado para pacientes com DA. Essas doencas podem acabar por exacerbar
a DA (ANTUNES et al., 2017; ILLI, S. et al., 2004) e influenciar no tratamento. Mas 0s
pacientes que delas sofriam também estavam distribuidos homogeneamente entre os
grupos (Tabela 8). E importante ressaltar, no entanto, que, de maneira geral,
pacientes atopicos sdo sensiveis a diversos alérgenos (DARSOW; VIELUF; RING,
1999).

Assim, 5 pacientes dos 16 incluidos, ou seja, 31%, foram excluidos do estudo
devido ao relato do aparecimento de novas lesGes e prurido cutaneo (Figura 24).
Essas reacfes podem ter sido causadas por alguma reacdo alérgica ao uso do creme
ou a outros fatores que nao puderam ser controlados durante o estudo, como
exposicdo a outros alergénicos ou equilibrio psicologico do paciente. Alguns dos
pacientes que apresentaram lesdo cutanea relataram, por exemplo, que estavam
estressados, fator este que colabora para o desencadeamento de lesbes na DA
(TOYODA et al.,, 2002). Porém, pode-se observar na Figura 24, que no grupo
intervencao, tratado com o creme que continha prépolis, apenas 25% dos pacientes
relataram a presenca de novas lesdes e prurido contra 37,5% dos pacientes tratados

com o creme sem propolis. Essa distribuicdo sugere que o extrato de propolis verde



65

adicionado ao creme nédo foi o causador do aparecimento das lesdes e prurido. Ao
contrario, os resultados sugerem que a prépolis, devido a sua atividade anti-
inflamatdria, evitou ou diminuiu o aparecimento de prurido. Essa melhora corrobora
com os resultados obtidos no teste anti-inflamatorio realizado in vitro (Figuras 16 e
17).

A ficha sociodemografica e clinica também permitiu questionar o paciente sobre
as caracteristicas sensoriais dos cremes, como espalhabilidade e oleosidade, que
pudessem influenciar na sua adeséo (Apéndice B). A adesao ao tratamento pode ser
definida como o grau de comportamento do paciente frente ao seguimento terapéutico
gue correspondem as recomendac¢des dadas por um profissional da saude (SHAH et
al., 2015). E sabido que as propriedades mecanicas, bioadesivas e reoldgicas de uma
formulacdo influenciam na aceitabilidade e adesdo do paciente (JONES;
WOOLFSON; BROWN, 1997). De acordo com os estudos in vitro de propriedades
mecanicas (Figura 20) e bioadesivas (Figura 21), ambos os cremes utilizados no
grupo controle e no grupo intervencdo apresentaram caracteristicas semelhantes.

Assim, os aspectos da adesao foram tratados em conjunto (Tabela 9).

Tabela 9 - Aspectos relacionados a adesédo do paciente ao uso dos cremes.

Relatos relacionados ao uso do creme NUmero de pacientes

Tratamento nao eficiente 0

Tratamento interferiu nas atividades diarias

Medo de efeitos secundarios

InstrugBes pouco claras

Cheiro desagradavel

Provoca coceira

Deixa manchas nas roupas ou superficies

Mudou de aparéncia

Deixou a pele seca

Provocou ardéncia

Deixou a pele oleosa

Dificil de espalhar

Ol Wl 0| O O | O k| k| O| k| O

Dificil de retirar do pote

Como pode ser observado na Tabela 9, 89% dos pacientes relatou que o creme
deixava a pele oleosa. Esse aspecto foi considerado, no entanto, positivo para 7 dos

8 pacientes que o relataram, que tem a pele muito ressecada por causa da doenca.
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As caracteristicas mecanicas e de textura das formulacdes ndo foram, dessa forma, a
causa do abandono do estudo por 2 pacientes (Figura 24), os quais nao responderam
as ligacOes telefdnicas de meio termo e ndo compareceram a consulta medica apos
60 dias.

A adesdo do paciente pode ser influenciada, além das caracteristicas de textura e
mecanicas, por aspectos relacionados ao custo, nimero de medicamentos utilizados,
a doenca em si, escolaridade, efeitos adversos, caracteristicas individuais do paciente
e pela percepcdo de melhora ao tratamento (TAVARES et al., 2013; LEITE;
VASCONCELLQOS, 2003). Ainda, a inclusdo do farmacéutico clinico no acolhimento,
acompanhamento e explicacdo correta sobre o tratamento podem contribuir com a
melhora da adesdo. Com isso, verificou-se que a adesdo e aceitabilidade dos
pacientes no grupo intervencédo foi semelhante ao do grupo controle, pois 0 nimero

de pacientes que abandonou o estudo foi 0 mesmo nos 2 grupos (1 paciente de cada

grupo).

5.5.3 Avaliacdo do SCORAD, DLQI e Hidratacéo da pele

Nas Tabelas 10, 11 e 12 pode-se observar os resultados de SCORAD, DLQI e
hidratacdo da pele, respectivamente, obtidos no inicio e apos 60 dias de uso dos
cremes para 0s grupos controle e intervengao.

Tabela 10 - Escore da gravidade da doenga (SCORAD) no inicio e ap6s 60 dias de tratamento com o
Cold Cream P. (Controle) e com o Cold Cream P.+Prépolis (Intervencao).

Paciente Grupo Controle Grupo Intervencéo
Inicio 60 dias Inicio 60 dias
Pontos Classificagédo Pontos | Classificagdo | Pontos | Classificacdo | Pontos | Classificagao
1 42,0 Moderada 52,5 Grave 65,0 Grave 42,0 | Moderada
2 47,2 Moderada 32,5 | Moderada | 62,5 Grave 58,5 Grave
3 455 Moderada 49,0 | Moderada | 12,4 Leve 12,9 Leve
4 13,0 Leve 25,1 | Moderada | 29,0 | Moderada | 32,5 | Moderada
5 - - - - 21,5 Leve 19,0 Leve
Média 37 40 38 33
DP 16 13 24 18

Analise estatistica Inicio x 60 dias: Pontos: T-test Valor-P Controle = 0,674; Intervencao: 0,175.
Classificacdo: Controle: Teste McNemar, Valor-P = 0,705; Intervencéo: Modelo de Poisson, Valor-P =
0,739. Controle 60 dias x Intervencéo 60 dias: Pontos: T-test Valor-P = 0,5526.
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Tabela 11 - Efeito na qualidade de vida do paciente (DLQI) do tratamento com o Cold Cream P.
(Controle) e com o Cold Cream P.+Propolis (Intervencgéo) por 60 dias.

Paciente Grupo Controle Grupo Intervencao
Inicio 60 dias Inicio 60 dias
Pontos Efeito na QV Pontos | Efeito na QV | Pontos Efeito na QV Pontos Efeito na QV
1 2 Pequeno 1 Sem 15 Muito Grande 1 Sem
2 8 Moderado 6 Moderado 17 Muito Grande 16 Muito Grande
3 15 Muito Grande 7 Moderado 8 Moderado 3 Pequeno
4 15 Muito Grande 1 Sem 10 Moderado 4 Pequeno
5 - - - - 5 Pequeno 0 Sem
Média 10 4 11 5
DP 6 3 5 6

QV = Qualidade de Vida
Analise estatistica Inicio x 60 dias: Pontos, T-test: Valor-P Controle: 0,129; Valor-P Intervencao: 0,051.
Controle 60 dias x Intervencéo 60 dias: Pontos: T-test: Valor-P = 0,7768.

Tabela 12 - Efeito na hidratacdo da pele do tratamento com o Cold Cream P. (Controle) e com o Cold
Cream P.+Propolis (Intervencao) por 60 dias.

Paciente Grupo Controle Grupo Intervencéo
Inicio 60 dias Inicio 60 dias

1 28 14 18 27

2 39 31 46 48

3 58 56 86 36

4 44 27 16 30

5 - - 51 45

Média 42 32 43 37

DP 12 17 29 9

Analise estatistica Inicio x 60 dias: T-test: Valor-P Controle: 0,055; Valor-P Intervencéo: 0,665. Controle
60 dias x Intervencéo 60 dias: T-test: Valor-P 0,5816.

De maneira geral, comparando-se as médias obtidas do SCORAD, DLQI e
hidratacéo antes e apos 60 dias de tratamento, ndo houve alteracdo significativa dos
valores e das classificacdes deles derivadas, com significancia maior do que 5% em
todos os parametros avaliados. Pode-se inferir, portanto, que o uso dos cremes foi
capaz de controlar a evolucdo da doenca, evitando a introducdo de novos
medicamentos no tratamento da DA.

Chama-se a atencdo para os valores de DLQI (Tabela 11) que, apesar da
auséncia de diferenca estatistica do inicio do tratamento, foram menores para todos
0s pacientes estudados apds 60 dias. O questionario DLQI mensura a influéncia da
DA na qualidade de vida do paciente, de maneira que quanto menor a influéncia da
doenca na qualidade de vida, menores os valores do questionario. De uma maneira
geral, portanto, fatores que prejudicam a qualidade de vida do paciente com DA, como
prurido e sensacao de pele seca, foram reduzidos ap6s 60 dias de uso dos cremes.

Assim, o uso dos cremes auxiliou no controle da DA, mas nao foi possivel
observar a influéncia da prépolis no tratamento, ja que os valores médios de SCORAD,

DLQI e hidratacéo determinados apoés 60 dias nos pacientes que usaram Cold Cream
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P. foram estatisticamente semelhantes aos dos que usaram Cold Cream P.+Prépolis
(Valor-P > 0,05). A analise dos valores individuais de SCORAD (Tabela 10), no
entanto, foram menores apos 60 dias para a grande maioria dos pacientes que usaram
o Cold Cream P.+Prépolis, com um paciente sendo até mesmo classificado em uma
categoria de gravidade menor do que a do inicio do tratamento (paciente 1).

Como as pontuacdes e classificacdes utilizadas na analise dos parametros de
SCORAD, DLQI e hidratacédo dependem do estado clinico de cada paciente no inicio
do tratamento, a andlise das médias ndo permite a avaliacéo fiel do impacto clinico do
uso das formulagBes. Assim, o impacto das trés variaveis em conjunto foi avaliado

para cada paciente individualmente.

5.5.3.1 Andlise individual do estado clinico do paciente

Para andlise do impacto das trés variaveis estudadas no estado clinico do
paciente, a avaliacdo de cada paciente individualmente pode aportar mais
informacdes sobre a influéncia da propolis na DA do que a média dos valores de cada
uma dessas variaveis isoladas.

Aliado ao estado clinico peculiar de cada paciente no inicio do tratamento,
devido a questdes éticas, nenhum medicamento em uso antes do inicio do estudo foi
retirado, mas a meédica teve a liberdade de retirar ou introduzir medicamentos na
primeira consulta realizada imediatamente apos a inclusdo do paciente no estudo.
Essas alteracBes, denominadas variaveis confundiveis, estdo especificadas na
Tabela 7 e podem ser levadas em consideracdo pontualmente para a melhor
compreensao dos resultados. Assim, apesar dos grupos controle e intervencao serem
homogéneos, a andlise individual dos pacientes permite avaliar mais fielmente o
estado clinico do mesmo durante o uso do creme, levando em consideragao variaveis
individuais.

As Tabelas 13 e 14 mostram o impacto do uso do Cold Cream P. e Cold Cream
P.+Propolis, respectivamente, no SCORAD, DLQI e hidratacdo da pele de cada

paciente.



Tabela 13 - SCORAD, DLQI e Hidratacao de cada paciente tratado com Cold Cream P.

Paciente
Variavel Paciente 1 Paciente 2
Antes Depois Antes Depois
42 52,5 47,2 32,5
SCORAD (moderado) (grave) (moderado) (moderado)
DLQI 2 1 8 6
(pequeno) (sem efeito) (moderado) (moderado)
Hidratagéo 28 14 39 31
Paciente 3 Paciente 4
Antes Depois Antes Depois
45,5 49 13 25,1
SCORAD (moderado) (moderado) (leve) (moderada)
DLOI 15 7 15 1
(muito grande) | (moderado) | (muito grande) | (sem efeito)
Hidratacéo 58 56 44 27

Tabela 14 - SCORAD, DLQI e Hidratacao de cada paciente tratado com Cold Cream P. +Prépolis

Paciente
Variavel Paciente 1 Paciente 2
Antes Depois Antes Depois
65 42 62,5 58,5
SCORAD (grave) (moderado) (grave) (grave)
DLOI 15 1 17 16
(muito grande) | (sem efeito) | (muito grande) | (muito grande)
Hidratagéo 18 27 46 48
Paciente 3 Paciente 4
Antes Depois Antes Depois
12,4 12,9 29 32,5
SCORAD (leve) (leve) (moderado) (moderado)
DLOI 8 3 10 4
(moderado) (pequeno) (moderado) (pequeno)
Hidratacéo 86 36 16 30
Paciente 5
Antes Depois
21,5 19
SCORAD (leve) (leve)
5 0
DLQI (pequeno) (sem efeito)
Hidratacéo 51 45

69
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Do grupo de pacientes que utilizou o Cold Cream P. (Tabela 13), apenas o
paciente 2 apresentou variaveis confundiveis (Tabela 7), que foi a introducdo de
antibiotico oral e corticoide tépico imediatamente apds sua inclusdo na pesquisa.
Neste paciente o uso do creme ndo alterou os parametros analisados, ou seja, ndo
houve agudizacdo da doenca, o que pode ter sido efeito da utilizacdo do Cold Cream
ou da introducdo dos novos tratamentos. Para 0os pacientes que nao apresentavam
variaveis confundiveis, pode-se observar na Tabela 13 um aumento da classificacédo
da gravidade da doenca e diminuicdo da hidratacdo para os pacientes 1 e 4, mas
melhora na qualidade de vida. Para o paciente 4 essa melhora foi bastante
significativa, com DLQI antes do uso do creme classificado como “muito grande” e
alcancando a classificagao “sem efeito” apds os 60 dias de uso. No paciente 3 o uso
do creme ndo modificou a classificacdo da doenca e a hidratacao da pele, no entanto,
a qualidade de vida melhorou, sugerindo que seu uso foi capaz de controlar a DA,
impedindo sua agudizacao.

Com base na andlise individual desses quatro pacientes pode-se afirmar que o
uso do Cold Cream P. melhorou a maneira com a qual o paciente lidava com a doenca,
aumentando sua qualidade de vida. Seu uso nao parece, no entanto, ter interferido no
curso da DA.

J& no grupo de pacientes que utilizou o Cold Cream P.+Pr6polis, a grande
maioria apresentou diminuicdo dos valores de SCORAD (Tabela 14). O paciente 1,
inclusive, que ndo apresentava variaveis confundiveis, mostrou melhora até mesmo
na classificacdo da doenca, de grave para moderada, além da melhora significativa
na qualidade de vida e hidratacédo. Ainda, com excecdo do paciente 2, que tem DA
grave e apresentou como variavel confundivel a introducéo de corticoide oral, todos
0s pacientes relataram melhora na qualidade de vida (Tabela 14). O paciente 3, que
ndo teve nenhuma variavel confundivel, apresentou reducdo da hidratacdo da pele,
mas o0 SCORAD se manteve e, como ja relatado, a qualidade de vida melhorou.

De forma interessante, na primeira consulta antes do inicio do tratamento, o
médico diminuiu a dosagem de ciclosporina e indicou a retirada gradual do
corticosteroide oral em uso pelos pacientes 4 e 5, 0 que poderia acarretar em piora do
guadro de DA. Mas com o uso do Cold Cream P.+Prépolis a classificacdo de
gravidade da doenca se manteve nos dois casos e a hidratacdo e DLQI melhoraram
(Tabela 14).
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Além disso, foi relatado durante a entrevista final, por quatro dos cincos
pacientes do grupo intervencéo, ou seja, por 80% deles, que o creme foi capaz de
reduzir o prurido e de possuir alta capacidade de hidratacédo, sendo melhor inclusive
do que outros cremes utilizados previamente, enquanto que apenas um paciente de
quatro do grupo controle, ou seja, 25%, fez relato semelhante. Assim, considerando
as limitacbes do ensaio clinico, que a DA é uma doenca que requer a utilizacdo de
diversas terapias concomitantes (CASTRO et al., 2006) e que pode ainda estar
relacionada com fatores psicolégicos como estresse, 0 uso do Cold Cream
P.+Propolis parece ter sido uma alternativa melhor do que o Cold Cream P. para evitar
a agudizacdo da DA. Ambos cremes, no entanto, melhoraram a qualidade de vida dos
pacientes, ponto este importante para o controle emocional e, consequentemente, da
doenca.

Deve-se ressaltar, no entanto, que um nimero maior de pacientes participantes
do estudo talvez permitisse uma avaliacdo mais precisa das diferencas entre o uso
dos cremes. Apesar do numero de pacientes avaliado estar de acordo com o obtido a
partir do calculo amostral, esse foi feito com base em numeros obtidos da literatura
para experimentos realizados com farmacos convencionais adicionados aos cremes.
Estudos que avaliam apenas o efeito do creme-base na DA, como o realizado neste
trabalho, ndo foram encontrados. Sendo assim, por mais que o estudo clinico em
guestao tenha sido realizado com numero de pacientes conforme o calculo amostral
obtido antes do inicio do tratamento, a auséncia de farmaco nos cremes aumenta a

variabilidade entre os individuos e as variaveis categoricas.

5.5.4 Avaliacdo da morfologia geral dos corneocitos

A andlise da morfologia dos cornedcitos apOs tape stripping por MFA foi
realizada apenas como estudo preliminar, para vislumbrar a possibilidade de, em
estudos futuros, se avaliar a influéncia de formulacdes na pele de pacientes com DA
de forma néo invasiva. Para tanto, foi observada, antes e apos 60 dias de tratamento
com os cremes, a morfologia dos cornedcitos de pacientes com DA moderada. Como
controle, foi avaliada a pele de um individuo saudavel, sem DA.

A Figura 25 mostra imagens de MFA dos cornedcitos da pele de um individuo
saudavel, do paciente 3 que usou o Cold Cream P. (Tabela 13) e do paciente 1 que

usou o Cold Cream P.+Prépolis (Tabela 14) antes e apds 60 dias do uso do creme.



72

Figura 25 - Fotomicrografias obtidas por microscopia de for¢ca atbmica, modo fase tapping, de fitas
adesivas contendo fragmentos do estrato cérneo de um paciente saudavel (A), de um paciente com DA
moderada que usou o Cold Cream P. (B) e de um paciente com DA moderada que usou o Cold Cream
P.+Propolis (C). Para as imagens dos pacientes com DA, as da esquerda mostram o estrato cérneo
antes do tratamento e as da direita depois de 60 dias de uso dos cremes.
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Na imagem do estrato corneo da pele do individuo sem DA (Figura 25A), pode-
se observar mais de um cornedcito unido a outro por campo, 0s quais apresentam
formato hexagonal e topografia plana (BAROLI, 2010; FRANZ et al., 2016). Ja as
imagens do estrato corneo dos pacientes com DA antes do uso do creme (Figura 25B
e C, painel da esquerda) mostram cornedcitos isolados, com formato distinto daquele
apresentado pela célula saudavel. O tratamento com os cremes por 60 dias (Figura
25B e C, painel da direita), independente da presenca de prépolis, possibilitou a
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observacdo de mais cornedcitos por campo, circunvizinhos e com formato mais
proximo do hexagonal normal.

A técnica empregada para andlise da morfologia permitiu, portanto, a
visualizacdo adequada dos cornedcitos. Além disso, pode-se inferir que o tratamento
com os cremes resultou na melhora da morfologia dessas células, ou seja, auxiliou no

reparo do estrato corneo do paciente atépico.
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6 CONCLUSAO

As substancias graxas que compdem a cera de abelha bruta e a cera de abelha
purificada foram identificadas. Essa identificagdo mostrou que a cera de abelha bruta
apresenta em sua composi¢cao uma gama maior de componentes do que a cera de
abelha purificada, com destaque para a presenca de compostos aromaticos
caracteristicos da propolis verde. O extrato concentrado da cera de abelha bruta,
assim como o extrato de prépolis verde padréo, apresentou atividade anti-inflamatoria
em baixas concentracdes, diminuindo a expressao de citocinas pré-inflamatorias. O
creme oficinal, Cold Cream Farmacopeico, apresentou-se instavel apés 15 dias de
armazenamento a temperatura ambiente e propriedades mecanicas e bioadesivas
inferiores aos cremes adicionados de estabilizantes. A presenca da cera de abelha
bruta no Cold Cream B. conferiu a ele propriedades mecéanicas e bioadesivas mais
promissoras do que 0S cremes com mesma composicdo, mas contendo cera de
abelha purificada ao invés da bruta. A adicdo da propolis ao Cold Cream P. ndo alterou
suas caracteristicas reoldgicas, mecanicas ou bioadesivas. Os resultados de
hidratacdo da pele sugeriram que apenas a formulacdo Cold Cream Farmacopeico
ndo apresentou capacidade de hidratacdo da pele superior ao PBS. O ensaio clinico
em humanos com o Cold Cream P., adicionado ou nédo da prépolis, possibilitou inferir
gue o uso do creme ajuda a evitar a agudizacéo da DA. A andlise qualitativa de cada
paciente, levando em consideracdo seu estado clinico inicial e o conjunto dos
instrumentos aplicados, SCORAD, DLQI e medida da hidratacdo, sugeriram que a
adicdo de uma pequena concentracdo de prépolis no Cold Cream melhora a qualidade
de vida do paciente, hidratacdo e gravidade da doenca. Porém, a analise de um
nuimero maior de pacientes, além do uso de mais instrumentos, possivelmente
permitiria a melhor avaliagéo entre o tratamento com o creme base e aquele contendo

propolis.
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APENDICES
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO - USP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar do estudo vinculado a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP) em parceria com o Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRP), cujo titulo é “Avaliagdo da efetividade e seguranga de uma
nova formulagcao de Cold Cream em pacientes portadores de dermatite atépica’”. Ressalto que
vocé tem total liberdade para aceitar ou recusar a participagdo, sem nenhum prejuizo do seu
atendimento em relacéo ao servico de saude no qual esta inserido. O tratamento prévio realizado no
HC-FMRP, de forma alguma, sera prejudicado.

Este estudo tem como objetivo investigar a influéncia de diferentes formulagées de Cold Cream
no tratamento da Dermatite Atopica (DA). Essa é uma das formula¢cdes mais antigas e seguras, que
tem sido utilizada com sucesso em pacientes com dermatite atopica. Ha relatos que demostram a
diminuic&o da profundidade da leséo e aumento da hidratacédo da pele com o uso desse creme, mas
ainda é necessario mais pesquisas para comprovar o seu beneficio no tratamento da dermatite atépica.

O estudo serd composto por dois encontros presenciais e um contato telefonico, totalizando
dois meses. As visitas serdo realizadas no ambulatério do HC-FMRP, localizado no segundo andar,
corredor seis. No primeiro encontro vocé recebera as informacfes detalhadas sobre a pesquisa para
gue decida se quer ou ndo participar. Apos a leitura completa deste termo e, feitos os esclarecimentos
gue vocé solicitar, caso aceite participar da pesquisa devera assinar este documento emitido em duas
vias de igual conteldo, uma permanecera com vocé e a outra sob a guarda do responsavel pela
pesquisa. Neste momento, sera feita a primeira aplicagédo do creme e entregue um pote com quantidade
suficiente para uso até a proxima consulta. Os cremes seréo disponibilizados apenas durante o periodo
de pesquisa. Importante saber que cada paciente ir4 receber uma das duas possiveis formulagées,
sendo estas: Cold Cream M. contendo cera de abelha purificada ou Cold Cream M. contendo cera de
abelha purificada com extrato de propolis verde. A escolha da formulacao a ser entregue sera realizada
por meio de sorteio onde paciente, médico e farmacéutica ndo saberdo qual creme estara sendo
entregue a vocé. Apenas uma pessoa que ndo esta participando da pesquisa sabera a formulacéo que
vocé utilizara.

Durante a primeira consulta: 1) serd medida a hidratacdo da sua pele com o auxilio de um
equipamento que apenas sera encostado na pele, sem previsdo de dor; 2) sera aplicado um
guestionério para avaliar sua qualidade de vida; 3) o médico responsavel realizar4 uma avaliacéo da
pele com dermatite atépica e de uma lesdo em especial, e também uma avaliagdo sobre a qualidade
do seu sono e a intensidade da coceira e 4) sera feita a avaliagdo das medidas da sua pele com o
auxilio de fitas adesivas que serdo coladas e descoladas trés vezes consecutivas (tape stripping),
procedimento sem previsédo de dor, desconforto ou lesdes.

Assim vocé estara apto (a) a fazer as préximas aplicacdes, em sua residéncia, na qual devera
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aplicar no corpo todo, conforme orientagdo médica, uma fina camada do creme recebido, 2 (duas)
vezes ao dia, de manh@ e a tarde ap6s o banho, até o retorno. Depois de 30 dias da 12 (primeira)
consulta vocé recebera um telefonema nosso. Precisamos saber se houve alguma reacéo adversa ou
se vocé tem novas dulvidas. Em 60 dias depois da 12 (primeira) consulta sera realizado novo
acompanhamento pelo pesquisador, no ambulatério do HC-FMRP, para avaliar a hidratacao da pele, a
gualidade de vida, a pele com dermatite, a lesdo e as camadas da pele. A qualquer momento vocé
podera entrar em contato conosco nos telefones que estdo informados abaixo e também precisamos
do seu telefone para entrarmos em contato com vocé durante a pesquisa.

Todos os seus dados serdo confidenciais e a sua identidade serd mantida em sigilo. Nao sera
feito registro de audio na coleta dos dados. Ndo haverd custo para a sua inclusdo na pesquisa e
atendimento em consultas, além disso, o creme utilizado durante o periodo do estudo sera
disponibilizado gratuitamente. Toda a pesquisa ira acontecer durante as suas consultas de rotina no
ambulatério de dermatologia do HC-FMRP. Neste sentido, a locomocdo e outros eventuais gastos
pessoais ndo serdo custeados. Ndo havera também qualquer remuneracéo financeira relacionada a
sua participacao.

As pesquisadoras responsaveis sao a Prof?. Dr2, Renata Fonseca Vianna Lopez e a Mestranda
Bianca Aparecida Martin, que podem ser encontradas no seguinte endereco: Avenida do Café, S/N°,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - FCFRP - USP, Ribeirdo Preto, SP, ou pelos telefones (16) 3315-4202; (19) 99649-
6448. Para qualquer questao, ddvida, esclarecimento ou reclamagédo sobre aspectos éticos relativos a
este protocolo de pesquisa, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP, no endere¢o Avenida do Café, s/n,
Campus Universitario, Bairro Monte Alegre, Ribeirdo Preto/SP, pelo telefone (16) 3315-4213, em dias
Uteis, das 8h00 as 12h00 ou pelo e-mail: cep@fcfrp.usp.br. Caso ndo queira mais participar deste

estudo, basta entrar em contato com 0s pesquisadores no endereco e/ou telefones informados acima.

Renata Fonseca Vianna Lopez Bianca Aparecida Martin

Eu (nome do paciente), , RG

, telefone: ( ) , ouvi e compreendi a

explicacédo do estudo do qual fui convidado a participar. Neste sentido, tive a oportunidade de esclarecer
todas as minhas davidas e decidi por minha propria vontade participar deste estudo e sei que posso
retirar-me do mesmo em qualquer momento.

Ribeirédo Preto, de de 20

(Assinatura do Participante)
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APENDICE B - Ficha Sociodemogréfica e Clinica

FREMACE

-1-56 éﬁ E%ﬁ‘-{n PESQUISA DERMATITE ATOPICA — FCFRP/USP

S oL # FICHA SOCIODEMOGRAFICA E CLINICA H .o~
8 x % ] PESQUISA DERMATITE ATOPICA B BSs

%“’k j Qf “Avaliacio da efetividade e seguranca de uma nova formulacio de EMRP-USP

e"}u.:;;.o'-@b Cold Cream para pacientes portadores de dermatite atopica™ RIGKIEALD FRETY

Nome: Telefone:
N° de Registro: Enderego:

Datada 1°Entrevista: __ / /  Datada2°Entrevista: __/ [  Datada 3"Entrevista: __ [/

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

1.Sexo:[ |M[_|F 2. Gestante ou lactante?] |Nio[ |Sim 3.Idade
4. Nascimento:  / /5. Estado Civil: |:| Solteiro DCasado |:| Viavo |:| Separado/Divorciado

Qutros:

6. Escolanidade: D Analfabeto I:I Fundamental completo (1* a 8% série) I:I Fundamental incompleto
|:| Meédio completo (1° ao 3° cole gial}D Meédio mcompleto |:| Superior Completo |:| Superior incompleto

|:| Pos Graduagio 7. Profissio:

8. Situacio Proﬁssional:l:lEmpre gado I:IDesanpre gado I:| Estudante I:IAposenmdc.fPensiomsm

9. Acompanhante: |:| Nio |:| Sim
Quem?

Fone:

DADOS CLINICOS

10. Pnmerro diagndstico médico de dermatite atopica em:

11. Numero de consultas com o dermatologista por ano:

12. Possut dermatite de contato? I:I Nio I:I Sim A quais elementos?

12.1 Evita contato? l:l Nio I:l Simm Com quais?

13. Realiza profilaxia ambiental? |:| Nio |:| Sim

14. Possui cachorro? |:|N§o |:| Sim

15. Possui gato?[ |Ndo [ |Sim

16. Faz o uso de capas? |:| Nio |:| Sim  17. Possui tapetes em casa? |:|Nﬁo |:| Sim

18. Possui alergia a algum medicamento? DNﬁoD Sim Quais:

19. Possut alergia a propolis (substincia presente no mel de abelha)'?[' Nio |:| Si_ﬂ:h|:| Nio sabe

20. Possu1 alergia a manteiga de cacau e/ou cacan? |:| Nio |:| Smm |:| Nip sabe
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21. Foi recomendado pelo médico o uso de cosméticos? (Creme Hidratantej:DNﬁoD Sim Qual?
22, Utiliza cosméticos como complemento do tratamento da dermatite atdpica:DNﬁcD Sim Qual?
23. Qual o tempo de banho? 23.1 Utiliza bucha? |:| Nio |:| Sim

23.2 Utiliza dgua morna? DN;‘JOD Sim

24. Realizou alguma cirurgia prévia: |:| Nio I:INﬁo sel |:| Sim. Quais:

DAmigdalectomia DAdenecrcmia Qutras:

25. Possui doengas alérgicas:[ | Nio I:lNﬁo se1 I:l Sim. Quais:

I:IRjnite alérgica I:| Asma I:I Conjuntivite alérgica  Qutras:

26. Possui outras doencas diagnosticadas: |:|Niic |:|Sl.m Quais:

D Doencas Hepaticas |:| Depressio |:| Doengas Neuroldogicas
|:| Ansiedade |:| Doencas Renais [ ] Doengas Cardiovasculares
|:| Doencas Metabolicas D Doencas Osteo-articulares Qutras:

27. Existem outros membros na familia com dermatite atdpica?D N:‘mD Sim Quem?
28. Periodo do ano/clima com agravamento:[ | Verdo [ Jinvemo [ | Chuva [ ] Indiferente Outros
29. Considera a sua doenga: [ | Leve [ |Moderada |Grave

30. Vocé entendeu como utilizar o creme? || Sim [ ] Nio

TERAPEUTICA MEDICAMENTOSA

Medicamento (Via oral) Quantas vezes/dia e Qual Uso continuo (sim ou nio) Tempo de tratamento
horirie

Medicamento (Topico) Quantas vezes/dia e Qual Uso continuo (silm ou nio) Tempo de tratamento
horirio

Medicamento (Injetavel) | Quantas vezes/dia e Qual Uso continue (sim ou nio) Tempo de tratamento
horario

B
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Medicamento (Sublingual) | Quantas vezes/dia e Qual Uso conrinuo (sim ou nio) Tempo de rratamento
horirio

Medicamento (INasal) Quantas vezes/dia e Qual Uso conrinuo (sim ou nio) Tempo de rratamento
horirio

REGIOES DAS LESOES

31. Presenca de lesdes 0 més: Presenca de lesdes 2 meses:

COMPORTAMENTOS DE SAUDE

32. Consome bebida alcoélica? | |Nio |:| Sim  Quantidade por dia:
33 Vocé fuma'?D Nio |:| Ex-Fumante |:| Smm  Quantidade por dia:

34 Pratica exercicios fisicos?[ |Ndo[ |Sim Frequéncia:

DADOS SOBRE A ADESAO DA FORMULACAO — Apés 1 més de tratamento

35. Vocé deixou de usar o creme algum dia?[_|Nio [_]Sim Quantos dias: Por qué?

36. O uso do creme esta causando desconforto? DNﬁo |:| Sum  Quais:

37. Em relacio ao creme. quais sdo as queixas abaixo:

[ |Tratamento nio eficiente [ | Tratamento interfere atividades diarias [ ] Tenho medo de efeitos secundarios
DAS mstrugdes sio pouco claras D Creme tem cheiro desagradavel |:| Creme provocou cocetra
DCreme derxa manchas nas roupas ou superficie

[ ] Creme mudou de aparéncia |:| Creme deixou a pele seca

D Creme provocou ardéncia |:| Creme deixa a pele oleosa

|:| Creme dificil de espalhar |:| Creme dificil de tirar do pote

Qutras:
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DADOS SOBRE A ADESAO DA FORMULACAO — Apés 2 més de tratamento

38. Vocé deixou de usar o creme algum dia'?DNﬁo |:| Sim Quantos dias: Por qué?

39. O uso do creme estd causando desconforto? DNﬁo |:| Sim  Quais:

40. Vocé utilizou algum outro hidratante no periodo do estudo'?DNﬁoD Sim Por qué?

41. Sobrou formulacio? DNEO D Smm 41 1 Quantos potes?

42 Em relacio ao creme, quais sdo as quetxas abaixo:

DTratamento nio eficiente DTr:ltamento interfere atividades diarias |:|Tenho medo de efeitos secundarios
DAS instrugdes sio pouco claras D Creme tem cheiro desagradavel |:| Creme provocou coceira

[ ] Creme derxa manchas nas roupas ou superficie

|:| Creme mudou de aparéncia |:| Creme deixou a pele seca

D Creme provocou ardéncia D Creme deixa a pele oleosa

|:| Creme dificil de espalhar I:‘ Creme dificil de tirar do pote

Qutras:

EXAMES LABORATORIAIS

43 Valores IgE:
44 Prck reste:D Realizado |:| Nio Realizado

Quais elementos?

45 Patch teste: |:| Realizado |:| Nio Realizado

Quais elementos e nimero de cruzes?
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacio do Comité de Etica

¢AR MACEU)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
Comité de Etica em Pesquisa
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Of. CEP/FCFRP n°. 025/2018
kms

Ribeirdo Preto, 18 de dezembro de 2018.

A pos-graduanda

Bianca Aparecida Martin

Orientadora: Prof®. Dr? Renata Fonseca Vianna Lopez
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DA EFETIVIDADE E
SEGURANCA DE UMA NOVA FORMULACAO DE COLD CREAM EM PACIENTES
PORTADORES DE DERMATITE ATOPICA”, apresentado por VVossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEP/FCFRP n°. 462 - CAAE: 83521418.5.0000.5403, foi aprovado “ad referendum” do Comité de Etica em
Pesquisa da FCFRP/USP em 02/07/2018, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n°® 2.749.077, sendo
referendado, por unanimidade, na 1792 reunido ordinéria, realizada em 15/08/2018.

Lembramos que, de acordo com a Resolugdo 466/2012, item IV.5, letra d, o TCLE devera “ser elaborado
em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da
pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s) por ele
delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em ambas as vias deverdo constar o
endereco e contato telefonico ou outro, dos responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatério final da pesquisa em formulério préprio
deste Comité, bem como comunicada qualquer alteracéo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como
eventos adversos e eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da interposicdo de
emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

L’/;i}/-;// ACt y
PROF?, DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n° - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo
Preto — SP Fone: (16) 3315-4213 — Fax: (16) 3315-4892 -
cep@fcfrp.usp.br
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ANEXO B - Questionario de avaliacédo da qualidade de vida em dermatologia (DLQI)

Sé: 4 ; :?'l?' - . —
NG B Bam
N’ INDICE DE QUALIDADE DE VIDA EM DERMATOLOGIA o g
N° Hospital: Data:
Nome: Endereco:
Diagnéstico: Escore DLQI:

més
Telefone:

O objetivo deste questionario ¢ medir o quanto seu problema de pele afetou sua vida NO DECORRER DA
ULTIMA SEMANA. Marque com um X a melhor resposta para cada pergunta.

1. Na ultima semana, quanto sua pele cogou, esteve sensivel, dolorida ou ardida?
OMuitissimo [Muito O Um pouco [dNada

2. Na ultima semana, vocé ficou com vergonha ou se preocupou com sua aparéncia por causa de sua pele?
OMuitissimo COMuito OOUm pouco [ONada

3. Na ultima semana, quanto sua pele interferiu nas suas compras ou nas suas atividades dentro e fora de
casa?

OMuitissimo OMuito OOUm pouco [ONada [ONao relevante

4. Na tltima semana, quanto sua pele influenciou na escolha das roupas que vocé vestiu?
OMuitissimo OMuito OUm pouco ONada ONao relevante

5. Na ultima semana, quanto sua pele afetou as atividades sociais ou de lazer?
OMuitissimo O Muito DUm pouco C0Nada CIN&o relevante

6. Na ultima semana, quanto sua pele atrapalhou a pratica de esportes?
OMuitissimo COMuito 0Um pouco CONada CI1N&o relevante

7. Na tltima semana, sua pele o impediu de trabalhar ou ir a escola?
OSim ON&o ONao relevante

Caso sua resposta seja NAO, na ultima semana quanto sua pele lhe causou problemas no trabalho ou na
escola?

OMuito OUm pouco [ONada

8. Na ultima semana, quanto sua pele lhe causou problemas com seu parceiro ou amigos mais préximos e
parentes?
OMuitissimo OMuito OJUm pouco [ONada [OIN&o relevante

9. Na ultima semana, quanto seu problema de pele lhe causou dificuldades sexuais?
OMuitissimo OOMuito OJUm pouco CONada [CIN3o relevante

10. Na ultima semana, quanto o seu tratamento para a pele foi um problema deixando sua casa
desorganizada ou tomando muito o seu tempo?

OMuitissimo OOMuito O0Um pouco [ONada [IN3o relevante

Pedimos a gentileza de verificar se todas as perguntas foram respondidas.
Muito obrigado.

MARTINS; ARRUDA; MUGNAINI, 2004.
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ANEXO C - Ferramenta Escore de Dermatite Atdpica (SCORAD) para avaliagdo da gravidade da
doenca

SCORAD INDEX Last Hama Fist Narma

EUROPEAN TASK FORCE S EI||I;I| —
ON ATOPIC DERMATITIS bawotviste [T T 1

Figures in parenthesis
for childran undar bes yaars

[

IA: EXTENT Pleass indicate the ared invalved |
C: SUBJECTIVE SYMPTOMS |:| | |
PRURITUS + SLEEP LOSS
CRITERIA INTEMSITY MIANS OF CALCULATION
Erythema INTEMSITY ITEMS.
‘Oedoma'Papulation |averags reprasaniativa areaj
‘Dazinglerust 0= absance
Excoriation 1= mild
Lichenification G 2 = modaruts
Dryress * Dryness is evalu e —
on uninveheed armas 3
visual analog seals PRURITUS (oo 98 [ J00imnninnnaunaannipnnnanuniinnniny i ponnnnnneuni i pianani
Lw fﬂr'ﬂ'r:lllt 0 10
days o nighie) SLEEP LOSS (08210 DIIIIIIIII1IIIIIIIIIIIIIIIIIllllllllilIIIIlllllllllllllllllllllll




