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RESUMO:

Psoriase é uma doenca de pele crbénica e ndo contagiosa, que atinge cerca de 2% a 3% da
populacdo mundial, entretanto, afeta a qualidade de vida do paciente, pelo fato de gerar
lesdes avermelhadas e que descamam na pele. Apesar do mecanismo de acao nao ser
bem elucidado, sabe-se que envolve alteragdes no sistema imunolégico, além de ser uma
doenca inflamatéria e psicodermatosa, ou seja, ocasionada por estresse fisico e emocional,
sobretudo, em momentos de alta preocupacao, irritabilidade e ansiedade, levando também
ao aumento na recidiva da doenca. Dipteryx odorata é o nome cientifico do Cumaru, arvore
gue ocorre no norte do Brasil, cujas sementes possuem a cumarina. O psoraleno, uma
furanocumarina, é utilizado no tratamento de eczema e psoriase de forma oral associado
com radiacdo UVA. Neste trabalho, foram produzidos e caracterizados por CLAE sete
extratos de cumaru segundo planejamento experimental simplex-centroide. A partir do
extrato com maior concentragdo de cumarina foram desenvolvidas emulsdes hidratantes,
gue foram posteriormente avaliadas em relacdo as caracteristicas organolépticas, fisicas e
guimicas como potencial tratamento para a psoriase. O extrato selecionado ndo apresentou
efeito citotoxico frente a macréfagos murinos e reduziu a expressao de TNF-a. A emulsao
escolhida apresentou excelente capacidade de hidratacao e atividade antioxidante, sendo
sugerida como potencial tratamento tdpico para a psoriase.
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ABSTRACT:

Psoriasis is a chronic and non-contagious skin disease, that affects 2 to 3% of world
population, however, it affects patient’s life quality, since it generates reddened lesions that
peel on the skin. Even though the mechanism of action is not well elucidated, it is known
that evolves alterations on the immune system, besides being an inflammatory and
psychodermatous disease, in other words, it is caused by physical and emotional stress,
especially in moments of great worry, irritability and anxiety, also leading to an increase in
disease recurrence. Dipteryx odorata is the scientific name for Cumaru, a tree thar occurs
in Brazil’s Northern, which seeds contain coumarin. Psoralen, a furanocoumarin, is used on
eczema and psoriasis treatment orally associated with UVA radiation. On this job, seven
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Cumaru extracts were produced and characterized in HPLC according to simplex-centroid
experimental design. From the extract with the highest concentration of coumarin, were
developed moisturizing emulsions that were later evaluated regarding to organoleptic,
physical, and chemical characteristics as potential treatment for psoriasis. The selected
extract has not showed cytotoxic effect against murine macrophages and has reduced the
expression of TNF-a. The chosen emulsion presents excellent moisturizing and antioxidant
capacity, being suggested as potential topical treatment for psoriasis.

Keywords: Cumaru; Dipteryx odorata; Psoriasis; Moisturizing; Coumarin.

1. INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca de pele relativamente comum, crénica e ndo contagiosa,
que atinge cerca de 2% a 3% da populacdo mundial. E ciclica, ou seja, apresenta sintomas
gue desaparecem e reaparecem periodicamente. Esse ciclo faz com que células mortas
nao consigam ser eliminadas eficientemente, formando lesGes em placa, salientes na pele
e de coloracdo avermelhada. Normalmente, essa cadeia s6 € quebrada com tratamento,
feito com o uso de corticosteroides topicos, analogos de vitamina D, entre outros. Pelo fato
de a psoriase fazer com que o paciente fique com a pele manchada e com feridas, ela
acaba afetando a qualidade de vida dele, ou seja, seu bem-estar fisico, mental e social.
Sua causa € desconhecida, mas pode estar relacionada ao sistema imunoldgico, as
interacdes com o0 meio ambiente e a suscetibilidade genética. (CARNEIRO, 2007; SILVA;
SILVA, 2007; SBD, 2020; SILVEIRA, 2015; MARTINS; CHAUL, 2009).

Apesar do mecanismo de acdo da psoriase ndo ser bem elucidado, sabe-se que
envolve alteracdes no sistema imunoldgico, cujas células dendriticas e queratinécitos sao
ativadas devido a fatores ambientais ou mecanicos, que apds varias etapas, leva a
producdo de citocinas, que ocasionam o processo inflamatério (SANCHEZ, 2010). De
acordo com Moreira, Fernandes e Magalhdes (2016), a psoriase € uma doenca
psicodermatosa, ou seja, € ocasionada por estresse fisico e emocional e em momentos de
alta preocupacéo, irritabilidade e ansiedade, ha aumento na recidiva da doenca.

Dipteryx odorata é o nome cientifico dado a arvore que pode chegar a 40 metros
de altura comumente chamada de cumaru, cumaru verdadeiro e tonka, que ocorre nos
estados brasileiros da regido Norte (EMBRAPA, 2009). Na semente do cumaru é possivel
encontrar a cumarina, um composto cuja funcdo € basicamente de defesa (LIMA et al,
2014). O psoraleno, uma furanocumarina, é utilizado no tratamento de eczema e psoriase
de forma oral associado com radiagdo UVA (VIEIRA, 2010). Aléem disso, tem efeito

estimulante de macréfagos e ativa outras células do sistema imune, podendo fazer com
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gue sintomas de doencas cronicas desaparecam, e ela e seus derivados sao eficazes
contra resposta inflamatoria (JAIN; JOSHI, 2012).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver extratos de semente de Dipteryx
odorata, e a partir do extrato com maior concentracdo de cumarina foram desenvolvidas
emulsdes hidratantes, que foram posteriormente avaliadas em relagdo as caracteristicas

organolépticas, fisicas e quimicas como potencial tratamento para a psoriase.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo e caracterizagdo dos extratos

Os extratos foram preparados através de planejamento simplex centroide axial,
utilizando etanol P.A. (ET), cloroférmio P.A. (CL) e éter dietilico P.A. (ED) como liquidos
extratores, de forma a se obter sete extratos denominados ECO1 (100% ET), EC02 (100%
ED), EC03 (100% CL), EC04 (50% ET + 50% ED), EC05 (50% ED + 50% CL), EC06 (50%
CL + 50% ET) e ECO7 (33,3% ET + 33,3% ED + 33,3% CL). A extracdo foi feita por
maceracao a frio por 14 dias, em seguida, os extratos foram filtrados em tecido e a vacuo
utilizando papel de filtro.

A caracterizacdo dos extratos foi feita através de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e em ambas se utilizou
o padrao de cumarina (Sigma-Aldrich). Na CLAE, o preparo das amostras e padréao foi feita
com base em LIMA et al (2014) e a metodologia utilizada foi uma adaptacao de Oliveros-
Bastidas et al (2011). A fase mével da analise foi agua destilada (fase A) e acetonitrila (fase
B), em diferentes proporcées (A:B) de acordo com o tempo, sendo proporcéo de 80:20 no

tempo 0 min, 60:40, em 5 min, 55:45 em 10 e 25 min e 20:80 no tempo de 30 min.

2.2 Desenvolvimento das formulacdes

No total foram desenvolvidas cinco formulagfes do tipo emulséo O/A de uso tdpico,
sendo formulacédo base (FB), formulacdo padrédo contendo 0,5% de padrdao de cumarina
(FCa) e trés formulacdes denominadas FT1, FT2 e FT3, com 0,5% (p/p), 1,0% (p/p) e 1,5%
(p/p) de EC, respectivamente.
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2.3 Caracterizagdo farmacotécnica das formulagdes

As formulacdes foram avaliadas em ensaios de pré-estabilidade e organolépticos
de acordo com o Guia de Controle de Qualidade para Cosméticos (2018). A determinacao
de pH das formulacdes foi realizada utilizando-se peagametro digital (Tepron TpH-2000) e
para a densidade utilizou-se picnometro de vidro de 10 mL (PHOX-NCM 70179000). A

avaliacao da espalhabilidade foi realizada conforme descrito por Borghetti e Knorst (2006).

2.4 Avaliagéo da citotoxicidade dos extratos

A avaliacdo da citotoxicidade foi feita em placa de 96 pocos na qual, foram
cultivadas 2,5x10° células RAW 264.7 (macréfagos murinos) ATCC TIB-71/poco que foram
submetidas ao tratamento com EC01 nas concentragdes de 100 ug, 50 pg, 25 ug, 12,5 ug
e 6,25 ug por 12 horas.

A viabilidade celular foi determinada pela reducédo do sal de tetrazolio (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazélio brometo) pelo método MTT (Merck). A concentracao

citotdéxica de 50% (CC50) foi calculada por analise de regressao.

2.5 Avaliacao da expressédo de TNF-a em células RAW 264.7 com ECO1

Células RAW 264.7 foram incubadas por 10 horas juntamente com 100 ng de LPS
(lipopolissacarideo) para simular o ambiente pro-inflamatorio das placas e lesdes formadas
na pele do paciente com psoriase. Apds a incubacéo, o estimulo com LPS foi removido e
as células foram entao tratadas com 500 ug/mL, 250 ug/mL e 125 ug/mL de ECO1. Para o
controle, as células ativadas com LPS foram restituidas de meio de cultura. As células
tratadas e ndo tratadas foram submetidas a extracdo de RNA utilizando-se Triazol®
(Thermo Fischer), conforme recomendacdes do fabricante. A expressdo do gene que
codifica o TNF-a foi avaliada com g-PCR (em tempo real), utilizando as células nédo tratadas

como referéncia.

2.6 Avaliacéo daretencao de umidade das formulacdes

Foram avaliadas conforme metodologia descrita por Zhao et al (2012) e Zhang et

al (2012) por 96 h. A capacidade de retencdo de umidade (RU) foi avaliada pela
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porcentagem de agua residual presente nas amostras, que foi calculada pela equacéao:
RU(%)= (PT+PO)x100, onde PT ¢é o peso final e PO, o peso inicial.

2.7 Andlise antioxidante das formulacdes

A analise foi feita com DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), utilizando etanol P.A. como
solubilizante, conforme metodologia adaptada de Amarowicz et al (2004). O calculo da
atividade antioxidante foi feito através da equacao: %lnibicdo = [(Abs do controle — Abs

amostra) + Abs controle] x 100.

2.8 Andlise estatistica

Todos os testes foram estatisticamente comprovados utilizando-se andlise de
variancia (ANOVA). As diferencgas individuais entre as médias foram identificadas pelo teste
de Turkey. Em todos os casos, o nivel de significancia aceito para denotar significancia foi
p< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacado dos extratos

Quando submetidos & CCD néo foi possivel confirmar a presenca de cumarina nos
extratos, provavelmente devido a baixa concentracdo. Contudo, com a CLAE confirmou-se
a presenca de cumarina conforme Figura 1, mostrando os tempos de retencéo dos picos
dos extratos e do padrdo. Observa-se que ECO1 é o que possui 0 maior pico
correspondente ao de cumarina. Essa informacdo € confirmada através do tempo de
retencdo dele (13,188 min) que se encontra préximo ao maior pico do padrdo de cumarina
(13,198 min). Por este motivo, esse extrato foi selecionado para ser utilizado nas etapas

seguintes do projeto.
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FIGURA 1: CROMATOGRAMA DOS ECS E PADRAO DE CUMARINA APOS CORRIDA
EM CLAE NO COMPRIMENTO DE ONDA DE 275 NM.

3.1 Caracterizacao farmacotécnica das formulacdes

Todas as formulacdes quando submetidas a centrifugacdo, mantiveram-se
uniformes, ndo separando de fase, sendo, portanto, consideradas estaveis. Em relacao aos
ensaios organolépticos, todas apresentaram coloracdo branca, aspecto sedoso e odor
caracteristico de baunilha, exceto FB, que é inodora.

Como o pH da pele encontra-se entre 4,5 e 5,8 (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS,
2002), todas as formulacdes demonstraram resultados positivos e dentro do valor

necessario, conforme apresentado na tabela 1.

TABELA 1: VALORES MEDIOS DE PH E DENSIDADE RELATIVA MEDIA OBTIDOS
PARA CADA UMA DAS FORMULACOES DERMOCOSMETICAS.

FB FCa FT1 FT2 FT3
pH 58 + 047 50+0(0%) 55%0(0%) 55+0(0%) 5,520 (0%)
(0,22%)
Densidade 9,998 + 0,002 10,0060  10,010+0  10,007+0 10,009 + 0
relativa (0,02%) (0,02%) (0,04%) (0,05%) (0,001%)
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Os resultados do teste de espalhabilidade mostraram que as formulagbes FB, FT2
e FT3 apresentaram aumento no perfil de espalhabilidade até determinado peso
empregado (33,625 g), 0 que sugere uma boa espalhabilidade e alto rendimento. FCa
apresentou aumento até 25,625 g e apds se manteve constante. O mesmo comportamento
se deu com FT1 que apresentou aumento da espalhabilidade até 27,625 g, ou seja, a
relacdo entre a area de espalhamento com a forca aplicada sobre o produto e o esforco

limite.

3.2 Avaliagéo da citotoxicidade de ECO1

Com essa avaliacédo, concluiu-se que nenhuma das concentracfes utilizadas de
extrato apresentou efeito citotoxico nas células RAW 264.7 (Figura 2), e a partir desses

resultados, obteve-se o CC50 abaixo de 3 pg.

Extrato de Cumaru
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FIGURA 2: PORCENTAGEM DE CELULAS RAW 264.7 VIAVEIS DE ACORDO COM A
CONCENTRACAO UTILIZADA DE ECO1.

3.3 Avaliacao da expressdo de TNF-a em células RAW 264.7 com EC01

Como mostrado na Figura 3, com a quantificacdo de TNF- a por g-PCR, foi possivel
observar uma diminuicdo na expressao dessa citocina na maior concentracdo analisada
(500 pg/mL). Nas demais concentragdes néo houve diferenca estatistica comparado aos

valores do controle (linha tracejada).
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FIGURA 3: EXPRESSAO RELATIVA DE TNF- A EM CELULAS RAW 264.7 TRATADAS
COM ECOL1.

Apesar de ndo ser possivel afirmar com exatiddo que ECO1 possui efeito anti-
inflamataorio in vitro, os resultados apresentados sdo extremamente importantes e positivos,
uma vez que TNF-a, além de tratar-se de uma citocina pro-inflamatoria, também esta

presente no mecanismo de surgimento da psoriase (LIMA; LIMA, 2011).

3.4 Avaliacao da retencao de umidade

Todas as formula¢des apresentam uma excelente taxa de retencdo de umidade in
vitro, uma vez que todos os valores se apresentaram proximos a 100%, tendo FB retengao
de umidade de 95,54% =+ 0,24 (0,06%); FCa, 95,69% =+ 0,13 (0,01%); FT1, 94,84% + 1,02
(1,05%); FT2, 95,61% + 0,46 (0,21%); e FT3, 94,83% * 0,54 (0,31%).

Essa alta retencdo de umidade confere ao produto uma caracteristica de extrema
importancia, que é a capacidade de hidratacdo in vitro (CAMARGO JUNIOR, 2016),
favorecendo a cicatrizacdo mais eficiente das feridas formadas pela psoriase. Podemos
deduzir que a presengca de ECO1 somado as outras matérias-primas presentes nas
formulagbes desempenharam atividade hidratante devido suas moléculas serem
higroscopicas, ou seja, captam a agua presente na epiderme, mantendo-a Umida e

consequentemente, hidratada.
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3.5 Analise antioxidante das formulacdes

As atividades antioxidantes de FB, FCa, FT1, FT2, FT3 e ECO01 foram de 56,69%,
50,70%, 22,53%, 66,19%, 35,21%, 17,60% e 66,90%, respectivamente. FT2 foi o que

apresentou a maior atividade.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram que ECO1 ndo apresenta efeito citotoxico e tem
capacidade de reduzir expressédo de TNF-a frente a macréfagos murinos; e a formulagéao e
FT2 é a que apresentou 0os mais satisfatérios, sendo essa a escolhida como a que possui
maior potencial para tratamento tOpico da psoriase, uma vez que apresenta boa
espalhabilidade, atividade antioxidante maior que todas as outras formulagdes e excelente
capacidade de retencdo de umidade, e consequentemente, de hidratagdo, melhorando a
gualidade da pele do paciente. Este dermocosmético tem o potencial de ajudar a parte
consideravel da populacéo que segue sofrendo com os sintomas incémodos que a psoriase

proporciona a eles e melhorar a qualidade de vida deles.
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