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RESUMO

MARTINS, F. S. Estudo sistematico da acdo melanogénica do extrato de
Brosimum gaudichaudii Trécul. 2016, 78 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2016.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a agdo melanogénica das furanocumarinas,
psoraleno e bergapteno assim como do extrato seco das raizes de Brosimum
gaudichaudii Trécul, contendo 1,2 % m/m de psoraleno, e 5,2 % m/m de bergapteno.
A toxidade celular in vitro foi avaliada pelo teste de incorporagédo do vermelho neutro
em quatro linhagens de células diferentes (fibroblastos-L929, queratindcitos-HaCat,
Melanoma-B16F10, e melandcitos-Melam-A) e apresentou resposta dose dependente
tanto para os farmacos puros quanto para o extrato de B. gaudichaudii. Quando
expostas a radiacdo ultravioleta do tipo A e B houve aumento da toxicidade,
proporcional a dose de radiacdo. A mutagenicidade e genotoxicidade realizas pelos
ensaios de micronlcleo e cometa, mostrou que 0S compostos sdo genotoxicos e
mutagénicos em doses = 150 pg.mL1.A sintese de melanina in vitro realizada em
cultura de melanoma B16F10 foi dependente da dose e do tempo de exposicdo aos
farmacos e UV. Nas concentracdes maximas usadas (48 ug.mL* de psoraleno, 104
ug.mL? de bergapteno e 0,5 mg.mL? de extrato) o psoraleno aumentou a producéo
de melanina em 26 %, o bergapteno em 69 %, e o extrato de B.gaudichaudii em 163
%. Quando utilizado mistura equivalente 6 pg.mL?! de psoraleno e 26 pg.mL? de
bergapteno a presente em 0,5 mg.mL* de extrato a producéo de melanina foi de 61%.
A atividade da tirosinase em culturas de B16F10, tratadas com 20 pg.mL* de
psoraleno ou bergapteno, quando comparada ao grupo néo tratado aumentou em 13%
a atividade enzimatica , quando associados foi de 37%, e 0,5 mg.mL™* de extrato em
54,1%. Com o ensaio de microdialise in vivo observou-se que os farmacos sao
rapidamente absorvidos pela pele e distribuidos no plasma. Ambos os composto
apresentaram um cinética linear . O estudo de producao de melanina in vivo confimou
que a radiacdo estimula a producao de melanina assim como o extrato de
B.Gaudichaudii, e quando associados (PUVA) a sintese de melanina foi 143% maior
em comparagdao ao controle negativo. Os resultados destre trabalho mostrou a
capacidade de pgmentacao dos farmacos assim como do B.Gaudichaudii, revelando
ainda o sinergismo entre psoraleno e bergapteno.

Palavras-chave: vitiligo, microdidlise, moraceae, melanina, doencas negligenciadas
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1 INTRODUGCAO

Vitiligo ou “lepra branca" é uma dermatose cutdnea adquirida, cronica,
idiopatica, caracterizada por maculas acrbmicas demarcadas ou irregulares
(Nordlund, 1997). A despigmentacao tem predilecdo por regides da pele como orificios
—olhos, narinas, boca, mamilos, umbigo, genitalia e regifes passiveis de trauma como
cotovelos e maos (fendmeno de Kbdebner) (Nordlund, 1997) (Figura 1).

Na dermatologia é considerada uma das dermatoses com efeito psicossocial
mais devastador (Middelkamp-Hup, 2007). E causada pela perda de funcionalidade
dos melandcitos, porém a precisa etiologia ainda é desconhecida (Antelo Dp.;
Filgueira Al.; Cunha, 2008). Varias hipoteses sao sugeridas, entre outras,
autoimunidade, agentes xenobioticos (Middelkamp-Hup, 2007), fatores genéticos e
mutac&o no gene CAT (Ai-Young, 2006).

Ha vérios subtipos de vitiligo, sendo 0os mais comuns 0 ndo segmentar
(bilateral) com curso crdnico, progressivo e imprevisivel, cujas alteracdes imunes
dominam o cenario da enfermidade. O segmentar, menos frequente ocorre em areas
limitadas de um lado do corpo, usualmente de progressao lenta com episodios de
agravamento e cessdo do espalhamento, podendo ocorrer repigmentacao
espontanea, porém raramente de forma completa (Antelo Dp.; Filgueira Al.; Cunha,
2008).

Fontes : http://alinepsicoblog.blogspot.com.br/2012/09/vitiligo.html

http://protetoresdapele.org.br/sua-pele/vitiligo/

Figura 1: Vitiligo nas méaos (A), vitiligo generalizado (B)


http://alinepsicoblog.blogspot.com.br/2012/09/vitiligo.html
http://protetoresdapele.org.br/sua-pele/vitiligo/
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A prevaléncia do vitiligo varia entre 1 a 8,5 %, independente de sexo, raca e
idade (Nordlund, 1997). Aproximadamente 50% dos individuos portadores
desenvolvem a doenca antes dos 20 anos de idade (Lerner, 1959) e cerca de 25%
destes, antes dos 8 anos, sendo em média entre 4 e 5 anos (Halder et al., 1987).

Embora ndo seja contagiosa ou com risco a vida, € psicologicamente
devastadora. Considerando ser mais prevalente na faixa etaria dos 8 aos 20 anos, a
capacidade desfigurante, e a importancia dos valores estéticos impostos a sociedade
moderna, os portadores da doenca, geralmente, apresentam problemas como baixa
autoestima, isolamento social e disturbios psiquiatricos, que reduzem a qualidade de
vida. Essa questdo € especialmente importante em criancas e adolescentes, pois
estdo em processo de formacdo e desenvolvimento do seu senso de identidade
(Mattoo et al., 2001; 2002; Alikhan et al., 2011).

Apesar do vitiligo ser uma doencga cosmopolita e com grande impacto para a
sociedade, ela é considerada como uma doenca negligenciada conforme definido por
Sec. 526 of the US Federal Food, Drug and Cosmetic Act (21 USC 360bb) (Valle et
al., 2012).

Até o ano de 2010 foram conduzidos apenas 57 estudos sobre o vitiligo (Whitton
et al., 2010), esse cenario é decorrente da baixa viabilidade financeira para
medicamentos especificos ao vitiligo e baixo incentivo publico e privado. O que reflete
na qualidade de vida dos portadores (Ezzedine et al., 2012).

Por ser uma doenca que ndo tem a etiologia elucidada, véarias linhas de
tratamento sdo propostos, mas todas tém o intuito de reestabelecer a pigmentacdo da
pele, porém com variados graus de sucesso (Roelandts, 2002). Dentre as estratégias
de tratamento podemos citar: corticoides topicos, imunomoduladores, analogos da
vitamina D, superéxido desmutase, fototerapia (UVA/UVB) ou PUVA terapia
(psoralenos + UVA); porém todas com vantagens e desvantagens (Roelandts, 2002).

As opcOes disponiveis de tratamento deixam a desejar, pois a completa
repigmentacao dificilmente ocorre e entre 15 a 30% dos pacientes ndo respondem a
nenhuma delas. Repigmentag&o em torno de 75% é considerado resultado excelente,

porém este é obtido em aproximadamente 60% dos pacientes.

1.1 Etiopatogenia do vitiligo
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As causas do vitiligo ainda ndo sao bem elucidadas, mas varias teorias foram
propostas para explicar o evento de despigmentacédo, entre outras, a autoimune,

genética, toxica, neural e bioquimica.

1.2 Teoria autoimune

s

Vitiligo € frequentemente associado com doencas autoimunes ou que
comprometem o sistema imunolégico, como doencas da tireoide, Addison, Hashimoto,
lGpus eritematosos, artrite reumatoide, sindrome de Vogt-Kauanagi-Harada, psoriase,
Lichen planus, miastenia gravis e, em caso de anemias. Casos de vitiligo muitas vezes
séo precedidos por doencas com manifestacdo clinica ou subclinica (Ongenae et al.,
2003; Engin et al., 2008). Anticorpos anti tirosinases, TRP 1 e 2, Pmell7, MelanA, MART-
1,MCR-1, HLA-DR, fatores de transcricdo SOX 9 e 10 ,interleucinas | e Il, e super
expressao dos receptores de superficie Fc e C3b nas células de Langerhans, assim como
Imunoglobulinas IgG1, IgG2 e IgG3, e a proteina C3 da ativacao do sistema complemento
séo ocasionalmente encontradas na membrana basal dos queratindcitos e melandcitos
de pacientes com vitiligo (Rezaei et al., 2007).

Estudos sobre células mononucleares do sangue periférico utilizando
anticorpos monoclonais associados a analises de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia revelaram presenca de anormalidades nas células T e natural Killer em
pacientes com vitiligo, mas devido a heterogeneidade dos pacientes nao foi possivel
estabelecer um padréo celular caracteristico. (Abraham et al., 1993).

1.3 Teoria genética

Componentes genéticos, multifatorial e hereditario vém sendo observados em
pacientes com vitiligo, cerca de 20 % dos portadores tém um familiar de primeiro grau
com vitiligo (Alkhateeb et al., 2002). Majumder et al (1993) verificaram que pelo menos
trés genes alelos sdo comuns em pessoas com Vvitiligo, sendo tido como uma
desordem poligénica. Em estudos genémicos com 71 familias brancas e com casos
de vitiligo, foram identificadas a presenca de AIS1 (marcador genético e auto-imune
do diabetes melito tipo 1), l6cus ativados 1p31 (acil-coenzima A desidrogenase,

dihidrolipoamido de cadeia ramificada transacilase E2, familia DIRAS, GTP-binding
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RAS-like 3) e p32.2 (carnitina palmitoiltransferase Il) do cromossomo 1 7, 8, 11, 19, e
22 (Majumder et al., 1993).

1.4 Teoria toxica

Essa teoria € baseada no fato de que os fendis e seus derivados sédo altamente
citotoxicos para as ceélulas produtoras de melanina. Segundo Lerner (1971), os
melandcitos possuem mecanismos capazes de eliminar produtos enddgenos toxicos
como dopaquinona e diidroxindol produzidos durante a sintese de melanina. Em pessoas
que por alguma razao esse mecanismo é falho, o acimulo dessas substancias pode levar

a destruicdo dos melandcitos (Riley, 1970; Lerner, 1971).

1.5 Teoria neural

Os melandcitos sdo células derivadas da crista neural durante a formacgéo
embrioldgica, assim alguns autores acreditam que doencas ligadas ao sistema
nervoso também podem afetar os melandcitos. Foram observados casos de vitiligo
em pessoas com desordem do SNC ou doencgas que acometem o0 sistema nervoso,
como neurofiboromatose, esclerose tuberosa, sifilis, hanseniase, encefalites virais, e

esclerose multipla (Nelhaus, 1970; Barnes, 1988; Parichy et al., 2007).

1.6 Teoria bioquimica

Tem sido amplamente investigada a hipotese de que o vitiligo possa ser causado
por uma disfungéo metabdlica, ndo necessariamente relacionada com os melandcitos, o
que levaria a producao de metabalitos toxicos, como catecolaminas, quinonas e espécies
reativas de oxigénio (Huang et al., 2002; Dell'anna e Picardo, 2006).

As manchas do vitiligo apresentam fluorescéncia a luz de Wood, devido ao
acumulo excessivo de 6-biopterina com fluorescéncia résea e 7-biopterina com
fluorescéncia, amarelo-esverdeada nas bordas da les&o. Substancias como L-
fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano sdo derivados do metabolismo celular e sua
presenca € comumente encontrada durante a ativacdo da imunidade celular e em
pessoas com vitiligo ativo. Ainda ndo se sabe a razdo pela qual essas moléculas se

tornam citotoxicas para os melandcitos (Naughton et al., 1986; Schallreuter et al., 2008).
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Danos por estresse oxidativo e 0 aumento da presenca de H202 sdo evidentes
em pacientes com vitiligo ativo. Assim como foi observado que os melandcitos das
bordas das lesdes sdo mais sensiveis ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo tem sido atribuido a diferentes fatores endégenos, entre
outros, disturbio na atividade da monoamina-oxidase A (MAO-A), NADPH-oxidase e
sintese e regulacdo da 6R -L-eritro 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (6-BH4). Pacientes
com vitiligo tém atividade enzimatica reduzida (catalase e glutationa oxidase), assim
como de vitamina E, componente nutricional com atividade antioxidante (Lerner, 1971,
Naughton et al., 1986; Barnes, 1988; Lei et al., 1997).

Estudos tém relatado o envolvimento dos sistemas adrenérgico e colinérgico
no desenvolvimento da doenca (lyengar, 1989). Acetilcolinesterase (AChE) € uma
importante enzima na promogéo e manutencgdo do estresse oxidativo, sendo inativada
por oxidagédo das tirosinases e metilases por H202. Curiosamente, a atividade da
AChE é baixa em lesdes de vitiligo, mas retorna ao normal quando o tratamento e a
pigmentacédo se iniciam (Schallreuter et al., 2004). Picardo et al. (1994) relataram a
liberacdo anormal de catecolaminas em terminagfes nervosas autondmicas o0 que
resulta producdo excessiva de radicais livres. Além disso, niveis elevados de
metabdlitos de catecolamina na urina de pacientes com vitiligo foram observados

durante o periodo ativo da doenca.

1.7 Teoria de adesao

Essa teoria € explicada pelo aparecimento do vitiligo apds traumas na pele,
como escoriagdes, mordidas de animais, laceracdes, queimaduras, uso de laminas,
ceras depilatorias, atrito e dermatite constantes sobre certa regido da pele. Esse
fendbmeno foi descrito por Kdebner e é conhecido como fenbmeno Koéebner que
relatou que 31% dos pacientes com vitiligo tiveram traumas prévios na pele (Gauthier
et al., 2003). Estudos com imuno-histoquimica demonstraram a reduzida expressao
da glicoproteina de adeséo, tenascina em portadores de vitiligo. (Lightner e Erickson,
1990; Njoo et al., 1999; Gauthier et al., 2003).

No Brasil ndo hé diretrizes médicas para o diagndéstico do vitiligo, desta forma,
muitos dos médicos brasileiros seguem o Guidelines European Dermatology (Taieb,
Alomar, Bohm, et al., 2013). Atualmente o diagndstico é clinico, sendo necessaria a

exclusdo de outros disturbios da pele como: pitiriase alba, hipopigmentacdo pos-


https://pt.wikipedia.org/wiki/Dermatite
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inflamatoria, piebaldismo, além da hipopigmentacdo induzida quimicamente com
catecois, fendis alquilados e aldeido cinamico (Prose, 2005). A lampada de Wood
pode ser usada para diferenciar e avaliar as dimensdes da lesédo, quando o paciente
tem pele clara e de dificil distingdo (Figura 2).

Fonte : http://www.gentenatural.com/medicina/patologias/vitiligo.htm

Figura 2: Vitiligo visualizado em lampada de Wood

A mancha causada pelo vitiligo tem as bordas delimitadas, jA a lesdo por
pitiriase alba apresenta irregularidades sutis podendo ter escamacfes da pele. O
piebaldismo é uma doenca autossémica e o0s portadores jA nascem com a
hipopigmentacdo, ao contrario do vitiligo que se desenvolve durante a vida. A
hipopigmentacéo pdés-inflamatdria, ocorre apos inflamacéo severa, sendo um evento
raro e reversivel. A despigmentacdo causada por agentes quimicos é diferenciada do
vitiligo pelo relato do paciente a exposicao, se a extensao da area afetada for pequena
geralmente a cor da pele se reestabelece (Taieb, 2000; Balkrishnan et al., 2004).

1.8 Tratamento

Na ANVISA ndo ha registro de medicamento especifico para o tratamento do
vitiligo. Desta forma todas as linhas de tratamento baseiam-se em medicamentos
considerados off label. A primeira linha de tratamento proposta pelo Guidelines European
Dermatology (Taieb, Alomar, Béhm, et al., 2013) s&o os imunomoduladores como:
corticosteroides topicos ou oral; inibidores de calcineurina; tracolimo; e primecolimus
(0,1%) (Njoo et al., 1998; Westerhof W, 1999). Destes, o0s corticosteroides sao tidos como
a classe de primeira escolha, devido ao baixo custo e janela terapéutica ampla, no entanto
a remissao da lesdo se da em 33 % dos casos, sendo que o uso prolongado pode
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ocasionar efeitos colaterais como glaucoma, hipertenséo arterial sistémica, aumento de
peso e catarata (Taieb, Alomar, Bohm, et al., 2013).

A eficacia dos inibidores de calcineurina, tracolimo, e primecolimus é em torno
de 54%, no entanto, s&o medicamentos caros e ndo disponiveis no Sistema Unico de
Saude (SUS) para o tratamento de vitiligo, havendo ainda o risco de causar
gueimaduras e hiperpigmentacdes permanentes (Russell, 2002).

A fototerapia é outra linha de tratamento muito utilizada, na qual a producéo de
melanina é estimulada pela exposi¢édo do paciente a luz ultravioleta (UV) e sua eficacia
varia entre 40-60%. No entanto, ela € nociva para peles desnudas de melanina,
protetor natural contra UV. Atualmente ha estudos que comprovam a eficacia de
comprimentos de onda de espectro estreito (NB-UVB (311-313 nm), BB-UVB (280-
320 nm) e Xenon (308 nm), que sdo mais seguros evitando danos no DNA
(Gawkrodger et al., 2008; Silverberg, 2010).

A PUVA terapia, tem eficacia elevada, de cerca de 70-80%, independente da
cronologia da doenca e é baseada no uso de furanocumarinas associadas com UV.
O Guidelines European Dermatology recomenda o uso oral de 1,8 mg.Kg, ou 0,001%
para uso tépico com posterior exposicdo ao UV e trés repeticdes por semana (Taieb,
Alomar, Boehm, et al., 2013). Os psoralenos sao furanocumarinas lineares (Figura 3),
gue podem ser obtidos por sintese organica (processo caro € que gera muitos
residuos quimicos) ou extraidos de vegetais como: Carolus Linnaeus (L.) - Burm,
Ficus sp; Brosimum gaudichaudii Trécul e outras espécies da familia Moraceae
(POZETTI & BERNARDI, 1971).

Me
% o m

Bergapteno Psoraleno

Fonte: POZETTI & BERNARDI, 1971.
Figura 3: Furanocumarinas

Apesar da PUVA no tratamento de vitiligo ser uma terapia de uso milenar (2000

a.c) ainda hoje ha muitas informacgdes contraditorias em relacdo a sua seguranca e
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eficacia. Isoldi et. al. (1999) relataram que apds 72 horas de exposicdo do melanoma
SK-Mel 28 e C32TG ao PUVA houve um aumento da atividade da tirosinase e da
melanogénese, sendo que o mesmo nao foi observado na auséncia de UVA.
Resultados opostos foram descritos por Quevedo et.al (2011), em que o 5-MOP néao
associado a UV foi capaz de estimular a producao de tirosinase e melanina.

A atual legislacéo brasileira (RE n°® 88/04, RE n° 89/04, RE n° 90/04, RE n°
91/04) exige, para o registro de fitoterdpicos, a realizacdo de testes que avaliem a
eficacia e a seguranca dos medicamentos. Os estudos de seguranca de toxicidade
celular, genotoxicidade e mutagenicidade sao fundamentais para subsidiar estudos

pré-clinicos e posteriormente os clinicos.

1.9 Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae)

Brosimum gaudichaudii Trécul (Figura 4) € popularmente conhecida como
mama cadela, arbéreo de cadela ou algoddozinho do campo. A espécie é
caracterizada pelo porte arbustivo, chegando a 4 m de altura, com folhas simples,
pecioladas, inflorescéncias formadas por flores unissexuadas pistiladas e
estaminadas. Os frutos sdo monocarpicos, com receptaculo latescente, globoso e
carnoso, que quando maduros, apresentam coloracdo alaranjada, cuja polpa
latescente € adocicada e comestivel (BARROSO et al., 2002). Em suas raizes, caules
e folhas, é encontrado latex (Figura 4c) de odor caracteristico, usado pela “medicina
popular” no tratamento de vitiligo (BARROSO et al., 2002).

AN Sk
N /_ A"i = M"J.‘u

i) Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br §

Nota : a) Exemplar adulto de B.gaudichaudii; (c) Frutos de B. gaudichaudii (c); Latex do caule de B.

gaudichaudii.
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Figura 4: Brosimum gaudichaudii Trécul

Essa espécie esté distribuida em todo pais (Figura 5), com predominancia no
cerrado tipico, cerraddo e mata mesofitica dos estados do Amazonas, Bahia, Ceara,
Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, S&o
Paulo, Tocantins e Distrito Federal ( BARROSO et al., 2002).

' Bioma Cerrado

LEGENDA

Limite Internacional
Bioma Cerrado

Fonte: adaptado de ALMEIDA et al. 1998.Nota: Os pontos vermelhos indicam a distribuicdo do B.

gaudichaudii.

Figura 5: Mapa de disperséo do B. gaudichaudii.

O B.gaudichaudii € uma espécie domesticada e com viabilidade agronémica.
Essa caracteristica é importante por garantir matéria prima caso essa espécie se torne

insumo de um fitoterdpico.
1.10 Melanogénese

Os melandcitos sdo células dendriticas, derivadas dos melanoblastos, os quais
se originam da crista neural, sua migracao para a pele ocorre apos o fechamento do
tubo neural (Erickson, 1993). Quando se tornam células completamente
desenvolvidas, distribuem-se em diversos tecidos, 6rgaos e anexos (Bomirski et al.,
1988).
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Na pele, os melandcitos estdo localizados na camada basal da epiderme e,
ocasionalmente, na derme, seus dendritos se inserem na camada malpighiana,
onde transferem seus melanossomas aos queratinocitos (Figura 6). As unidades
epidérmico-melanicas sdo formadas pela associacdo de melandcitos e
queratinécitos na proporcédo de 1:30. O nimero de melanécitos/mm? é em torno de
dois mil nas areas mais expostas ao UV e cerca de mil no restante do corpo
(Jimbow et al., 2000). Os diferentes tons de pele e pelos ndo dependem do nimero
de melandcitos, mas sim, do grau da atividade de sintese da melanina e da
proporcao entre eumelanina e feumelanina sintetizada (Jimbow et al., 2000; Jones
et al., 2002).

_ Esinato
Fanulow

" Carstindonos

Chiulas Ge
Langerhans (8%

Ciluls de Merke
{concentrada nos [ibxe
pOntas 3ot dedos e1c

- Lamng densa

Melanicinos (3%

Fonte : Storm C.A et al., 2006
Figura 6: Disposicédo dos melandécitos na epiderme

A sintese da melanina é restrita ao melanossomas contidos nos citoplasmas
dos melandcitos (Miranda e Botti, 1983; Jimbow et al., 2000; Jimbow K, 2000), e é
iniciada pela hidroxilagdo da tirosina pela acdo da tirosina hidroxilase, formando a
DOPA, sendo oxidada pela DOPAquinase formando a DOPAquinona (PHILIPPSEN,
2006; KORMOS et al., 2010). A DOPAquinona é um intermediario altamente reativo,
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gue na auséncia de compostos tidis sofre ciclizacdo, levando a producdo de
eumelanina, de cor preta ou marrom. Na presenca de compostos com grupos tiois,
como cisteina, leva a geracao de cisteinilDOPAS, e a producdo da feomelanina, de
cor vermelha ou amarelada (Figura 7) (Ito et al., 2000). A sintese da melanina é um
processo dependente de oxigénio e cisteina, o que leva a reducdo de glutationa,
antioxidante endogeno (ROS) (SMIT et al., 2008).

( Tyrosine hydroxylase f Tyr [ DOPA oxidase / Ter """"""""""""""""
COH COH L} co_y Q/\rco,
Hom H ]@/\r m’ glutathlohe HO
Tyrosine DOPA DOPAquinone cysteins 2
.............................................................................................................. PN o
(' DOPAchrome tautomerase / TRP2 ) & &~ CysteinylDOPA

I T s <5 T Jy ™ J@E
CoM cogMt N -
H 5ok
DHICA DOPAchrome Bk NHCOzH
V[DHIConidaselTRM ] (oHi oxndaseITyrr\‘l' B v 2
0 i S

DHICA polymerase / silver

oD\NJ COM OOZJ Alanzl hydroxy-

' e : enzothiazine

Indole 5,6-quinone- Indole-5,6-quinone : : :

.. carodlicacid e L S— l .............
Eu-Melanin Pheo-Melanin
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Figura 7: Representacdo esquematica da Melanogénese.

O desenvolvimento do melanossoma € dividido em quatro etapas; i) inicia-se a
organizacdo da matriz dos melanossomas, vesiculas com material fibroso, sem
melanina; ii) a matriz ja esta organizada com fibras em feixes alongados e paralelos,
com aspecto estriado caracteristico dos melanossomas; iii) inicia a producéo de
melanina e deposicdo sobre os feixes fibrosos e; iv) ao final da etapa 4 o
melanossomas estéo totalmente preenchidos por melanina (Bomirski et al., 1988).

Em geral, o formato dos melanossomas esta relacionado ao tipo de pigmento
produzido. Melanossomas que sintetizam eumelanina tem forma eliptica e contem
matriz fibrilar, enquanto que os que contem feumelanina sado arredondados com
vesiculas globulares(Hsin-Su, 1999).

Quando os melandcitos da pele séo expostos a radiacdo UV, ocorre a sintese

de diversos fatores epidérmicos que estimulam a melanogénese, como 0os horménios
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a-MSH e ACTH (Rees e Healy, 1997; Wikberg et al., 2000; Rouzaud et al., 2005).
Estes agem como regulador paracrino, estimulando a melanogénese (estimulo do
receptor MC1R), proliferacéo e sobrevivéncia dos melandcitos (Halaban et al., 1988;
Imokawa et al., 1992). O a-MSH bloqueia a apoptose induzida pela radiacdo UVB e,

acelera o reparo do DNA, induzidos, pela radiacao (Bohm, 2005).



Conclusodes




Conclusdes | 60

5 CONCLUSOES

O método analitico foi adequado para a identificagdo e quantificacdo do
psoraleno e bergapteno em amostras de B.gaudichaudii, amostra bioldgica e em gel
de HPMC.

A caracterizacao do extrato permitiu estabelecer correlacéo entre os teores dos
marcadores quimicos e atividade bioldgica.

Em quantidades equivalentes bergapteno foi mais seguro que o psoraleno e o
extrato, no entanto, em relacdo a massa total, a dose segura de extrato é até 10 vezes
maior que os farmacos puros. A associacdo entre farmacos e UV aumentou a
toxicidade, sendo o UVB mais citotoxico que oUVA.

Os compostos estudados foram genotdxicos em concentracdes maiores que
150pg.mL1, mas ndo mutagénicos, sugerindo que a célula é capaz de reparar 0s
danos celular.

Todos os farmacos aumentaram a atividade da tirosinase e a sintese de
melanina, em melanoma B16F10. Com destaque para o extrato de B.gaudichaudii.
Foi observada uma provavel acéo sinérgica entre o psoraleno, bergapteno e UV. Uma
relacdo entre a sintese de melanina, dose de farmaco e tempo foi observada, sendo
diretamente proporcionais. A maior atividade farmacologica do extrato pode ser
explicada pelo provéavel sinergismo de outros compostos no extrato.

Apesar da formulacao de HPMC ter sido adequada para a rapida liberacéo (<
1,0 h) do psoraleno e bergapteno, ela desidratou, o que dificultou a liberagéo e o
estudo farmacocinético in vivo. Novos estudos sdo necessarios para estabelecer com
maior precisao os parametros farmacocinéticos do psoraleno e bergapteno. Para isso,
uma nova formulagdo € necessaria. Ainda, se faz necessario um estudo
complementar intravenoso, para avaliar a influéncia da formulacéo, pele e outros
compartimentos na biodisponibilidade dos farmacos.

O extrato de B.gaudichaudii estimulou a sintese de melanina em ratos da
linhagem C57BL/6, assim como UV e a associacdo do UV e extrato. A melanogénese
ocorreu independente do UV, mas foi maior em sua presenca.

O B.gaudichaudii € uma espécie promissora para a PUVA terapia, tendo como
vantagens: i) menor toxicidade celular, mutagenicidade e genotoxicidade que os
compostos isolados; ii) maior efetividade no estimulo da melanogénese; iii) por ser

uma espécie endémica do cerrado brasileiro e por ja ser doméstica.
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