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RESUMO

MARTIN, B. A. Avaliacéo da efetividade e seguranca de umanova formulacéao de
Cold Cream em pacientes portadores de dermatite atdépica. 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 inflamacé&o crbnica da pele que geralmente provoca
prurido intenso e lesdes 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 prética clinica para aliviar os sintomas da DA. Sao
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 formula¢gbes de Cold Cream
estaveis e entender sua contribuicdo no tratamento da DA. Para tanto, o impacto da
pureza da cera de abelha que compfe 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 prépolis verde foram separados por HPLC
na cera bruta, e o artepelin C, marcador da prépolis, quantificado. O tratamento de
cultura de macrofagos (AMJ-2), estimulados com LPS, com 6,25 a 25 pg/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 reologico e separacéo de parte da fase oleosa ja apés
30 dias. Esse Cold Cream, no entanto, também preparado com cera de abelha
purificada, apresentou propriedades mecéanicas e de bioadesdo semelhantes as
apresentadas pelos Cold Cream P. e Cold Cream P. + Prépolis. 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 avaliagcdo do conjunto de
instrumentos aplicados para cada paciente sugeriu que a adicdo de uma pequena
concentracdo de propolis no Cold Cream melhorou a qualidade de vida do paciente,
hidratac&o e gravidade da doenca.
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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 Sé&o
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.
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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 evolucao 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 regides 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 infecgbes



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 € 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, ndo 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 dermatoloégicas 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 formulagdo do Cold Cream Farmacopeico,
originariamente aviada, foi modificada com o intuito de aumentar sua vida de

prateleira. A nova formulacédo foi denominada Cold Cream B. e apresenta em sua



composicado, além da cera de abelha, do 6leo mineral e do borax, a vaselina sélida, a
manteiga de cacau e o alcool cetoestearilico como agentes de consisténcia, e o alcool
cetoestearilico etoxilado e o 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. nao € purificada, sendo aqui denominada
de cera de abelha bruta. Por passar por menos processos de purificacdo, a cera de
abelha bruta pode apresentar prépolis em sua composicao, conferindo a formulagéo
possiveis propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (LUSTOSA et al., 2008)
(MARQUELE et al., 2006; OSKOUEI; NAJAFI, 2013).

Com o aviamento do Cold Cream B. em substituicdo ao Cold Cream
Farmacopeico pela Farmacia Ensino houve um aumento da demanda de producéo,
visto que a maioria dos pacientes com DA relataram melhora dos sinais e sintomas
caracteristicos da doenca apos 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 relacdo ao uso do Cold Cream Farmacopeico:

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

2) Maior reposicdo do conteudo graxo do estrato coérneo, 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 lesao;

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
formulacado e da cera de abelha bruta nas propriedades do creme. O Cold Cream P.
foi ainda acrescido de extrato de prépolis verde (Cold Cream P.+ Prépolis) para

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



2 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 agudizacdo 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 avaliagao entre o tratamento com o creme base e aquele contendo

propolis.
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