UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

DANIELA MAYRA DE OLIVEIRA FIGUEIREDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE SISTEMA
NANODISPERSO PARA O CONTROLE DO MELASMA

ALFENAS/MG

R

Unifal2

dade Foderal de Alfenas

2023



DANIELA MAYRA DE OLIVEIRA FIGUEIREDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE SISTEMA
NANODISPERSO PARA O CONTROLE DO MELASMA

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas pela
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG.

Area de concentragio: Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Mateus Freire Leite.

ALFENAS/MG
2023



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Figueiredo, Daniela Mayra de Oliveira.

Desenvolvimento e caracterizagao fisico-quimica de sistema
nanodisperso para o controle do melasma / Daniela Mayra de Oliveira
Figueiredo. - Alfenas, MG, 2023.

112 f. @il -

Orientador(a): Mateus Freire Leite.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade
Federal de Alfenas, Alfenas, MG, 2023.

Bibliografia.

1. Melasma. 2. Bellis perennis. 3. Melanocitos. 4. Nanodisperso. 5.
Microemulsdo. I. Leite, Mateus Freire, orient. II. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




02/06/2023, 17:38 SEI/UNIFAL-MG - 1006931 - Folha de Aprovacao

DANIELA MAYRA DE OLIVEIRA FIGUEIREDO

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DE SISTEMA NANODISPERSO PARA O CONTROLE DO
MELASMA

O Presidente da banca examinadora abaixo assina a
aprovacdo da Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade Federal de
Alfenas. Area de concentragdo: Ciéncias Farmacéuticas

Aprovada em: 02 de Junho de 2023.

Prof. Dr. Mateus Freire Leite
Presidente da Banca Examinadora

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva

Instituicao: Universidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Gislaine Ribeiro Pereira

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Documento assinado eletronicamente por Mateus Freire Leite, Professor do Magistério Superior,
em 02/06/2023, as 16:25, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

sel! ;

assinatura
eletronica

¢

T "'_-;-_';ﬂ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal-
fa- APy mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
informando o cédigo verificador 1006931 e o codigo CRC 5263EE12.

https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_externo=41305&id_documento=1119802&infra_hash=10f2e7f46cac... 1/1



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, primeiramente, por todas as béncaos em minha vida, por me conceder saude,
forca de vontade, dom do estudo, por todo suporte ao longo deste trabalho, por me dar forga e
ndo me deixar desistir diante das dificuldades.

Aos meus amados pais, Jos¢ Benedito e Eliana, pela confianga, apoio, carinho, incentivo e
compreensdo. As minhas queridas irmés, Silvia (in memoriam) e Rafaela, pela amizade,
cumplicidade, por sempre torcerem, confiarem e acreditarem na minha formacao.

Ao Eduardo, meu querido marido, por todo apoio, confianga, compreensao, carinho, amizade e
auxilio durante a pesquisa. Aos meus queridos filhos, Guilherme e Gabriela, por me mostrarem
o que realmente ¢ importante na vida.

Agradeco, em especial, ao meu orientador, professor Mateus, pelo incentivo, paciéncia,
confiang¢a, compreensdo, por sempre ter acreditado no meu trabalho, por todo apoio e orientagao
no desenvolvimento da pesquisa.

Aos colegas de laboratério: Douglas, Pietro e Bianca, pela companhia e amizade. Em especial,
agradeco a Bianca, por ter sido meu suporte no laboratério ao longo de todos os experimentos.
A Cris, pela amizade e apoio. As técnicas: Silvia, Neila, Andréa e Patricia Penido, pela amizade,
suporte e apoio no laboratorio.

Ao laboratorio LATF, pela recepgao e disponibilidade.

As amigas: Olimpia, Bianca, Thalita, Isabelly, Mariana, Téssia e Elizangela, pela companhia,
apoio, auxilio e amizade.

A UNIFAL-MG e todos os professores, pelo aprendizado desde minha graduagio em Farmacia,
Turma 2004/01.

A CAPES pelo apoio financeiro.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001 e da Universidade Federal
de Alfenas - UNIFAL-MG.

Ao programa de pos-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, em especial, a Fabiana.

Ao professor Marcos Vinicios Salles Dias, pela parceria no estudo com as células.

A professora Gislaine, pela amizade, ensinamentos e apoio no estudo da permeagéo cutinea.
Ao André, meu professor de Inglés, pela amizade e auxilio nas tradugdes.

A todos 0os amigos que me incentivaram e acreditaram em mim.

Muito obrigada!



RESUMO

O melasma ¢ uma dermatose cronica que pode resultar em alteracdes desarmoOnicas na
tonalidade da pele e na fisionomia da face. Ocorre pelo excesso na produgdo dos pigmentos de
melanina. Atinge principalmente mulheres em todo o mundo e tem a radiagdo solar como
principal desencadeante. A hiperpigmentagao de melasma ¢ dificil de ser controlada, pois ha
envolvimento de muitos fatores que atuam em diversos mecanismos da sintese de melanina. O
pigmento de melanina ¢ produzido nos melandcitos como um meio protetor contra a radiacao
ultravioleta. O uso de cosméticos despigmentantes ¢ a primeira op¢do para o controle das
hiperpigmentacdes. No entanto, um dos desafios no desenvolvimento de formulagdes para a
pele (dermatoldgicos ou cosméticos) € vencer o estrato corneo, principal barreira da pele para
a penetracdo de substincias. Por isso, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
formulagdo cosmética capaz de conduzir os ativos: extrato de Bellis perennis, nicotinamida e
alfabisabolol até os melanocitos, para um efetivo controle do melasma. O veiculo escolhido
para compor a formulagdo cosmética € um sistema nanotecnologico, tal como uma
microemulsdo. Este tipo de sistema permite a elaboracdo de formulacdes adequadas a face,
devido a baixa viscosidade e grande conteudo aquoso. Pelo estudo de estabilidade acelerada
comprovou-se a estabilidade da formulagdo diante de trés diferentes condigdes de temperatura
(5,25 e 40 °C). Estudos de permeagao e retengao cutanea in vitro demonstraram a seguranga da
formulacao cosmética. O ensaio de MTT em fibroblastos L.929 mostrou que o produto
desenvolvido ¢ seguro para a aplica¢do na pele sem diminuir a viabilidade celular. Portanto,
obteve-se um sistema cosmético nanodisperso estavel, biocompativel e de sensorial adequado

para aplicacao na face contendo ativos cosméticos seguros para o controle do melasma.

Palavras-chave: melasma; pele; Bellis perennis,; melanocitos; nanodisperso.



ABSTRACT

Melasma is a chronic dermatosis that can result in disharmonious alterations in skin tone and
facial physiognomy. It occurs due to excess production of melanin pigments. It mainly affects
women around the world and has solar radiation as the main trigger. Melasma
hyperpigmentation is difficult to control, because there are many factors involved that act on
different mechanisms of melanin synthesis. Melanin pigment is produced in melanocytes as a
protective means against ultraviolet (UV) radiation. The use of depigmenting cosmetics is the
first option for controlling hyperpigmentation. However, one of the challenges in the
development of formulations for the skin (dermatological or cosmetic) is to overcome the
stratum corneum, the skin's main barrier to the penetration of substances. Therefore, the
objective of this work was the development of a cosmetic formulation capable of conducting
the actives: extract of Bellis perennis, nicotinamide and alpha-bisabolol to the melanocytes, for
effective control of melasma. The vehicle chosen to compose the cosmetic formulation is a
nanotechnological system, such as microemulsion. This type of system allows the elaboration
of suitable formulations for the face, due to its low viscosity and high water content. The
accelerated stability study confirmed the stability of the formulation under three different
temperature conditions (5, 25 and 40 °C). In vitro skin permeation and retention studies
demonstrated the safety of cosmetic formulation. The MTT test on L929 fibroblasts showed
that the developed product is safe for application on the skin without decreasing cell viability.
Therefore, a stable, biocompatible and sensory-appropriate nanodisperse cosmetic system was
obtained for application on the face, containing safe cosmetic actives for the control of

melasma.

Keywords: melasma; skin; Bellis perennis; nanodispersed; melanocytes.
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1 INTRODUCAO

O melasma ¢ uma dermatose adquirida e reincidente (Trivedi; Yang; Cho, 2017) que se
manifesta pela intensa producao e/ou desequilibrio na dispersao dos pigmentos de melanina.
Caracteriza-se por areas com pigmenta¢ao mais intensa, principalmente, na face. Pode ocorrer
no sexo masculino, mas tem preponderancia feminina (Mahajan et al., 2022), contando com a
radiacdo solar como principal agravante. O melasma, devido as modificagdes na coloracao da
pele, pode resultar em alteragdes inestéticas na fisionomia, proporcionando constrangimento e
baixa autoestima. A intervencao no disturbio da pigmentacao ¢ importante para a recuperagao
da tonalidade da pele, bem como garantir o restabelecimento do bem-estar psiquico dos
individuos acometidos pelo melasma (Jiang et al., 2018).

A hiperpigmentacdo que ocorre no melasma ¢ de dificil controle, visto que, a célula
produtora de melanina se encontra abaixo da camada cornea, a qual exerce fun¢do barreira
contra a entrada de substdncias externas ao organismo, inclusive moléculas ativas de
medicamentos e cosméticos. Dessa forma, o desenvolvimento de uma formulagao
nanocosmética pode favorecer a agao de ativos (Tessema et al., 2018) contra 0 excesso na
produgdo dos pigmentos, por permitir o alcance das moléculas ativas as camadas profundas da
epiderme (Gupta et al., 2022). Propor um veiculo adequado para compor uma formulag¢ao
cosmética tal como uma microemulsao, pode facilitar a penetragdo cutanea de moléculas ativas.
As microemulsdes sao biocompativeis e interagem com os lipideos do estrato corneo, alterando
os espacos intercelulares, facilitando a rota de penetragdo dos ativos (Sharma et al., 2015).

Muitos ativos provenientes do metabolismo secundario vegetal podem prevenir e
controlar o distarbio da hiperpigmentacdo (Fisk et al., 2014). Por isso, a busca por ativos
botanicos para o desenvolvimento de formulagdes cosméticas pode ser de grande interesse para
o controle do melasma. Muitos bioativos além de fortalecerem a fungdo barreira e prevenirem
a oxidacdo dos lipideos, também reduzem a sintese dos pigmentos de melanina, melhorando a
saude e a beleza da pele (Cassiano et al., 2022).

A utilizagdo dos ativos botanicos: alfabisabolol (Sivamani; Clark, 2016) e Belides®
(extrato floral de Bellis perennis) (Murphy; Dow, 2021) e da nicotinamida (Cassiano et al.,
2022) para o tratamento do melasma ¢ relatada na literatura. Porém, ndo hé ainda, a descri¢ao
da associagdo ternaria desses ativos como uma unica formulagido nanotecnologica (Leite ef al.,

2023).
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Compreender os inimeros fatores que determinam a sintese de melanina e formular os
ativos em sistemas eficientes a penetracao cutanea (Gupta et al., 2022) pode auxiliar no controle
e na prevengao das desordens pigmentares. Nesse sentido, supdem-se que a associagdo (Unica)
dos principios ativos (alfabisabolol, Belides® e nicotinamida) preparados em um sistema

microemulsionado (Leite ef al., 2023) possa atuar eficazmente nas lesdes de melasma.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir, sera apresentado o detalhamento sobre a complexidade do tecido tegumentar,
com a descricdo das camadas da pele, das principais células e da sintese do pigmento de
melanina, bem como sua importante fun¢ao de prote¢ao para o organismo. Em seguida, havera
uma explanagao sobre o melasma, abordando suas causas, classificacao, incidéncia e formas de
controle. Por fim, serd realizada uma revisdo sobre os sistemas dispersos e nanodispersos,

amplamente utilizados no desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas e cosméticas.

2.1 PELE

O tecido tegumentar (a pele) € o 6rgao de maior extensao no organismo, correspondendo
cerca de 15% do peso corpdreo total (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017). Possui duas camadas:
a epiderme e a derme, (Costa; Horswill, 2022) que se relacionam para manter a homeostasia do
tecido (Garcia et al., 2021). A epiderme ¢ a camada mais externa formada por varios estratos
de células que revestem a superficie corporal. A derme encontra-se profundamente inserida,
comunicando-se com os Orgdos internos através do tecido conjuntivo frouxo, rico em
adipdcitos: a hipoderme (Junqueira; Carneiro, 2013).

A pele exerce protecdo contra danos externos ao organismo, como lesdes mecanicas
(fibras colagenas e elasticas), excesso de radiacdo ultravioleta (melandcitos), fumaga e
poluentes (microbiota) (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017), e da oxidagdo dos o6rgdos funcionais
(epiderme e derme) (Michalun; DiNardo, 2014). Atua de forma vital na protecdo a desidratagao
e na termorregulacdo. Exerce agdo imunolédgica a partir das células de defesa e de peptideos
microbianos do manto hidrolipidico pela eliminacao de microrganismos patogénicos (Harris-
Tryon; Grice, 2022). Além disso, contribui na percepcao tatil devido as terminagdes

neurossensoriais, e encarrega-se da sintese de vitamina D (Junqueira; Carneiro, 2013).
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A pele provém a partir de dois folhetos embrionérios: a ectoderme e a mesoderme, que
originam a epiderme e grande parte da derme, respectivamente (Bolognia ef al., 2017; Sadler
2016). A epiderme ¢ composta por um epitélio justaposto e avascular, o qual ¢ constituido em
grande parte por queratindcitos, mas conta também com as células de Merkel (percepgao
sensorial), células de Langerhans (prote¢do imunoldgica) e melanocitos (producdo de
pigmentos melanicos) (Michalun; DiNardo, 2014). A epiderme adere-se a derme através da
juncao dermoepidérmica, que ¢ uma camada de células situada abaixo dos epitélios, composta
principalmente de colageno tipo IV, sulfato de heparana e laminina (Bolognia; Jorizzo;
Schaffer, 2017). A interagdo entre a epiderme e a derme faz-se, respectivamente, pelas cristas
epidérmicas e pelas papilas dérmicas, havendo forte adesdo entre estas duas por¢des (Azulay;
Azulay; Abulafia, 2017). Assim, por meios dos capilares dérmicos, a epiderme recebe todo
alicerce para sua nutri¢do, manutencao e renovagao.

A epiderme ¢ disposta em cinco camadas: camada basal ou germinativa, camada
espinhosa, camada granulosa, camada lucida e camada cornea. As camadas, basal ou
germinativa, espinhosa e granulosa, compdem a epiderme viavel (Garcia et al., 2021). A
primeira camada (basal ou germinativa) ¢ formada por Unica fileira de células germinativas
(queratindcitos com alta taxa de mitose para a constante regeneracdo tecidual), estando
presentes também as células-tronco, células de Merkel e melanocitos. Os queratinédcitos desta
regido possuem o citoesqueleto composto por microtubulos, por filamentos de actina e pelos
filamentos intermediarios de queratina (citoqueratinas: tipo I: K-14 e tipo II: K-5) para suporte
a resisténcia fisica (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

A segunda camada ¢ a espinhosa, sendo constituida por diversos estratos de células,
cujos citoplasmas contém os filamentos de queratina K-10 e K-1 (citoqueratinas) (Nishifuji;
Yoon, 2013). Além dos queratinocitos, ha células de Langerhans (provenientes da medula
Ossea), que conferem protecdo imunitaria por meio da ativacao dos linfocitos T. Além disso,
essa camada conta com abundantes moléculas de desmossomos que se encontram entre cada
um dos queratindcitos para a unido celular, permitindo também a conexao entre o citoesqueleto
do queratinocito (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

Os desmossomos sdo compostos proteicos reunidos e compactados, formados pelos
polipeptideos: placoglobina, placofilina e desmoplaquina, em associagdo com as glicoproteinas
transmembrana: desmogleina e desmocolina. Essas glicoproteinas de adesdo sdo caderinas

(dependentes de célcio). A interagdo entre essas estruturas e as citoqueratinas constitui o vinculo
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célula-célula, pois os desmossomos fixam o citoesqueleto a membrana plasmatica constituindo
forte adesividade entre as células adjacentes, conferindo resisténcia ao tecido contra lesdes
mecanicas (Holthofer et al., 2007; Kowalczyk; Green, 2013)

Além de desmossomos, outras juncdes sao encontradas nos queratindcitos como as
juncdes aderentes (formadas pelas caderinas P e E). Essas glicoproteinas ligam-se aos
microfilamentos de actina e ao citoesqueleto (Candi; Schmidt; Melino, 2005). H4 também as
juncdes de adesdo, que evitam a entrada de moléculas grandes entre as células adjacentes. A
presenca de todos os compostos juncionais em queratindcitos ¢ de grande importancia na
manuten¢do da funcdo barreira da pele (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

A camada granulosa (terceira camada) contém células achatadas com citoplasma
preenchido com granulos de querato-hialina formados pelas citoqueratinas (tipo I: K-11 e tipo
II: K-2) e pelas proteinas estruturais: pro-filagrina e loricrina) (Azulay; Azulay; Abulafia,
2017). Além dos granulos de querato-hialina, ha também os granulos lamelares que contém
colesterol, glicoproteinas, &cidos graxos, Omega-hidroxiceramida e fosfolipideos. Estes
granulos lipidicos liberam seu conteudo no espaco intercelular na formacao do estrato corneo.
As moléculas de pro-filagrina sdo convertidas em filagrina, forma ativa da proteina, que se liga
as citoqueratinas compactando-as para formar redes entrelagadas de proteinas (Kierszenbaum;
Tres, 2020). Isso promove a modelagdo celular para a forma plana (devido a forte jungdo das
citoqueratinas). A filagrina também auxilia na reten¢ao de dgua (ja que ao ser degradada, libera
aminoacidos hidrofilicos que contribuem para a osmolaridade do tecido, com intuito de
estabilizar o entrecruzamento da rede proteica) (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). Além das
proteinas de suporte existentes no desmossomos, ha outras proteinas de grande interesse na
epiderme que atuardo de forma importante na formacao do estrato cérneo, como a involucrina
e a loricrina que formam redes com diversas proteinas de suporte na corneificagdo
(Kierszenbaum; Tres, 2020).

Entre a camada granulosa e a camada cdrnea, ha a camada lucida (quarta camada) que
esta presente apenas na pele mais espessa: maos e pés (principalmente) (Junqueira; Carneiro,
2013). E formada por fina camada de células anucleadas, achatadas, com filamentos de
queratina agregados por filagrina através das transglutaminases (TGs), que sdo enzimas
(dependentes de célcio) (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017), atuantes nas etapas de organizagao
do estrato corneo, formando redes proteicas entre as proteinas de suporte e lipideos.

(Kierszenbaum; Tres, 2020).
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A quinta e ultima camada (cérnea) € constituida por células anucleadas e citoplasma
rico em queratina (cornedcitos). Essa camada forma-se repentinamente apds inumeros
processos metabdlicos que ocorrem inicialmente na camada espinhosa, como por exemplo,
quando a concentracdo intracelular do ion calcio se eleva. Com isso, a proteina estrutural
filagrina une-se fortemente as citoqueratinas dos queratindcitos, achatando drasticamente as
células (Figura 1). As TGs do tipo 1, 3 e 5 atuam na formacdo do estrato cérneo e sdo
indispensaveis a formacdo de ligagdes cruzadas (reticulagdo através do grupamento
gamaglutamil lisina) entre as proteinas da epiderme (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). Todas
essas acgOes exercidas pelas TGs fortificam e estabilizam o envelope cornificado
(Kierszenbaum; Tres, 2020). Apos os granulos lamelares liberarem o material lipidico, as
hidrolases, lipases e glicosidades convertem-no em triglicerideos, ceramidas, colesterol e acido
graxo. Os novos lipideos formados retinem-se em torno de cada célula formando um
impedimento hidrofébico a passagem de dgua ou substincias polares (Azulay; Azulay;
Abulafia, 2017). Apos todos estes eventos, forma-se o envelope corneificado epidérmico, que
terd acdo analoga, sobre os cornedcitos, a membrana plasmatica nos queratinocitos. Portanto, o
estrato corneo ¢ composto por queratindcitos modificados, anucleados (cornedcitos), os quais
sdo envolvidos por lipideos apolares como ceramidas, colesterol e acidos graxos (Danby et al.,
2022). Os cornedcitos associados as macromoléculas de lipideos, junto com o fator natural de
hidratagdo exercem a fung¢do barreira contra a perda de agua e a entrada de substancias externas

para o interior do organismo (Moore; Rawlings, 2017).

Figura 1 — Diferenciag¢do das camadas da epiderme

Camada
cormea

Cz::i:)ia 9 9 Granulo de querato-hialina
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Camada Queratinas 5e 14

TG, transglutaminase

Fonte: Dermatologia 4* edi¢ao (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

Legenda: Diferenciacdo das camadas da epiderme vidvel com a expressdo das
proteinas, involucrina, loricrina e filagrina na camada granulosa para a formagao
do estrato corneo.
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Os anexos da pele compreendem o foliculo piloso, as unhas, as glandulas sudoriparas
(dos tipos écrina e apocrina) e as glandulas sebaceas. Formam-se apos a introdugdo do tecido
epidérmico em dire¢do a camada dérmica, processo que ocorre durante o periodo embrionario
(Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). O foliculo piloso ¢ composto pelo bulbo piloso e pela
papila dérmica. Desenvolve-se apds a conversdo de queratindcitos em tricdcitos e lancamento
para dentro da derme (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017). E responsavel pela formagao dos pelos
existentes na area corporal e no couro cabeludo. As unhas sdo constituidas principalmente por
células queratinizadas compactadas (onicécitos), inseridas dorsalmente nas falanges dos dedos
para a protecdo contra traumas e auxilia na fun¢ao tatil (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

As glandulas sudoriparas do tipo écrina estdo presentes em quase toda a area corpdrea,
principalmente na palma das maos e planta dos pés. Nestes locais, sdo ativadas por fatores
emocionais a liberarem suor, o qual ¢ composto principalmente pela solucao aquosa hipotonica
de sddio, lactato, potéssio, ureia e cloreto, bicarbonato e peptideos antimicrobianos (Bolognia;
Jorizzo; Schaffer, 2017). O restante das glandulas écrinas (distribuidas em outras regides)
respondem aos estimulos térmicos do ambiente para tal liberagdo. A secrecao de suor atua na
termorregulacdo, auxilia a excrecdo e formacdo do manto hidrolipidico e na protegao
antimicrobiana (Park et al., 2011).

As glandulas apocrinas pertencem as areas especificas da superficie corporal e iniciam
suas atividades a partir da puberdade (devido ao estimulo hormonal). Sdo encontradas
principalmente na regido axilar e genital secretando, sobretudo, liquido rico em lipideos,
carboidratos e hormonios. Por agdo bacteriana, as substancias secretadas sao metabolizadas
liberando odor (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

As glandulas sebaceas sdo inexistentes na regido palmoplantar, mas em outros locais
podem estar conectadas ao foliculo piloso, constituindo a unidade pilossebacea, ou
apresentarem-se como glandulas independentes. O produto destas glandulas ¢ o sebo
(substancia consistente de coloracdo amarelada devido a composigdo lipidica), que atua na
forma¢ao do manto hidrolipidico, lubrificando, evitando a perda de umidade e auxiliando a
funcdo barreira do estrato corneo (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017).

A por¢ao dérmica da pele €, em grande parte, derivada da mesoderme, entretanto, a
derme da face ¢ originada a partir do folheto embrionario ectodérmico (crista neural) (Sadler,
2016). A derme localiza-se abaixo da juncdo dermoepidérmica, onde se apoiam 0s vasos

sanguineos, 0s nervos e os anexos epidérmicos. Trata-se de uma camada espessa, que promove
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elasticidade, preenchimento, nutri¢ao e sustentagdo para todo o sistema tegumentar. E ocupada
por matriz extracelular aquosa, que modula a biomecéanica do tecido devido ao conteudo
abundante em fibras proteicas, proteoglicanos, proteinas, polissacarideos e células (residentes
e transitorias) (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017).

Imersas a matriz extracelular, encontram-se as proteinas: colageno e elastina,
fornecendo resisténcia e elasticidade; as glicoproteinas: integrinas, fibronectina e laminina, que
fazem a ligagdo das cé¢lulas a matriz extracelular; as moléculas de proteoglicanas: versicana,
sindecana, perlecana, que formam sistemas com as fibras auxiliando na elasticidade do tecido;
os polissacarideos glucosaminoglicanas: 4cido hialurénico, sulfato de queratana, dermatana,
heparana e condroitina, para preenchimento e retencdo de agua (Bolognia; Jorizzo; Schaffer,
2017; Junqueira; Carneiro, 2013). Os fibroblastos sdo células que auxiliam na reciclagem da
matriz extracelular através da biossintese e degradacdo de moléculas de colageno, elastina,
glicosaminoglicanas, proteoglicanas e fibronectina (Junqueira; Carneiro, 2013).

A derme ¢ dividida em papilar e reticular. A porc¢do papilar ¢ formada por tecido
conjuntivo frouxo com estreitos feixes de colageno e muitas células (fibroblastos). Formada
por tecido conjuntivo denso ndo modelado, a derme reticular ¢ compacta devido a presenca de
feixes espessos de fibras de coldgeno que sdo distribuidos em todas as diregdes. O colageno ¢
o item proteico mais abundante do organismo compondo os ossos, os musculos, a pele, as
cartilagens e os tenddes. Age na extensibilidade e na resisténcia local. Uma molécula de
colageno ¢ formada pela unido de trés cadeias polipeptidicas alfa (as cadeias podem ser iguais
ou ndo) formando uma tripla hélice. O aminoacido glicina ¢ o mais abundante da molécula
(33%) ocupando, sempre, a terceira posicao na sequéncia da cadeia. Os aminodacidos prolina e
hidroxiprolina s3o intercalados favorecendo a formacgdo da tripla hélice (Azulay; Azulay;
Abulafia, 2017).

Existem mais de 28 tipos de moléculas de colageno, que se diferenciam pelo padrao de
organizagdo. Os principais tipos de coldgeno presentes na derme sdo: tipo I e tipo III,
perfazendo, respectivamente 80% e 10%. O colageno tipo II é encontrado nas cartilagens,
enquanto o tipo IV € encontrado na jun¢ao dermoepidérmica (Junqueira; Carneiro, 2013). O
colageno ¢ sintetizado por diversas células do organismo, como os fibroblastos, os
condroclastos, os osteoblastos, dentre outras. A molécula de colageno ¢ primeiramente formada
no interior celular apds processos que se iniciam no nucleo, como a transcricdo do DNA e

formac¢do do RNAm, seguido da tradugado pelos ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso
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em molécula de pré-colageno. Através do complexo de golgi, o pro-colageno ¢ secretado para
o meio extracelular, onde, por acdo da vitamina C, sofrerd reacdes de hidroxilagdo para a
formacao da tripla hélice originando o tropocolageno (colageno) (Bolognia; Jorizzo; Schaffer,
2017).

A pele possui elasticidade devido ao sistema eldstico presente na derme, o qual ¢
constituido pela proteina elastina e pelas microfibrilas. Ha trés tipos de fibras: a oxitalanica que
¢ composta pela glicoproteina fibrilina, onde sera depositada a elastina; a fibra elauninica que
cont¢ém média quantidade de elastina e a fibra elastica, onde ha microfibrilas com grande
deposi¢do de elastina. As fibras oxitaldnicas prendem-se a membrana basal verticalmente,
enquanto as elauninicas e fibras elasticas conectam-se horizontalmente. A elastina ¢ uma
proteina formada por mondmero de tropoelastina, que € rico em glicina e em prolina, contando
também com os aminoacidos desmosina e a isodesmosina, 0s quais sao responsaveis pela forte

elasticidade da molécula proteica (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

2.2 ACOES DA RADIACAO SOLAR SOBRE A PELE

A fragdo ultravioleta da radiag@o solar exerce efeitos bioldgicos nos seres vivos. A
exposicdo solar didria ¢ uma pratica benéfica e necessdria para a saide do organismo,
colaborando com a manutencdo do ciclo circadiano, favorecendo a manuten¢do dos niveis
normais de pressdo arterial, melhorando problemas de pele como a psoriase e a dermatite
atopica. Além disso, previne transtornos mentais, tal como o transtorno afetivo sazonal, diminui
o risco da sindrome metabolica e evita o surgimento de varios tipos de canceres (Rhee; Vries;
Coebergh, 2016).

Quando a radiagdo solar atinge a pele, ha inicio na sintese de vitamina D, liberagao de
oxido nitrico (NO), producao dos hormonios adrenocorticotrofico e melanotrofico, bem como
liberagdo de B-endorfina (Kondo; Hearing, 2011). A producdo e liberagdo dessas substancias
favorece a homeostasia no organismo.

A radiagdo ultravioleta A (UVA) atinge as camadas mais profundas da derme, podendo
causar danos celulares (Jablonski; Chaplin, 2010). A fragdo ultravioleta B (responsavel pela
producdo de vitamina D) atinge a epiderme, mas pode alcangar a primeira camada da derme.

A elevada taxa de exposi¢do a radiacdo ultravioleta é nociva e pode causar hipercromia,
alta taxa mitotica dos queratinocitos, eritema solar, bolhas, descamagao (Bolognia; Jorizzo;

Schaffer, 2017), inflamagdo, mutagdo, apoptose, peroxidacao lipidica, eritema, discromias,
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alergias, deplecdo nos niveis de folato, prejuizo no sistema imunitario cutaneo, lesdo ocular, e
tardiamente pode provocar o fotoenvelhecimento e a fotocarcinogénese (Juzeniene ef al., 2011).
Os danos gerados no DNA dos queratinocitos (formagdao de dimeros de bases pirimidicas)
aumentam o risco de cancer de pele (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). Contudo, a pele
humana ¢ capaz de proteger-se da radiagdo ultravioleta através de estruturas absorventes de luz
(cromoforos). A melanina ¢ um cromo6foro que exerce eficiente protegcdo bioldgica, pois impede
a incidéncia direta da radiagdo no DNA do queratinocito. Portanto, a exposi¢ao solar em
excesso pode favorecer o aparecimento de hipercromias na pele, devido ao aumento na sintese

de melanina (Videira; Moura; Magina, 2013).

2.3 CLASSIFICACAO DA COLORACAO DA PELE HUMANA

As variadas nuances da espécie humana resultam da associagcdo de pigmentos do tecido
cutdneo, como caroteno, hemoglobina e melanina, sendo o ultimo o principal pigmento
(Ortonne, 2012).

Em 1975, o médico dermatologista Thomas B. Fitzpatrick desenvolveu a escala de
Fitzpatrick (aceita internacionalmente) para classificar a cor da pele humana em fototipos de I
a VI (Figura 2). O intuito era selecionar um valor seguro (em joules por centimetro ctibico) de
radiacdo UV A para tratamentos fotoquimioterapicos. Assim, ele criou a escala com base nas
respostas dos pacientes sobre bronzeamento ou queimaduras apos a exposi¢ao a radiagdo. Esta
classificagdo ¢ feita visualmente pela coloragdo da pele, sendo que a pele de coloracao clara ¢
mais sensivel a radiacdo solar, enquanto a pele rica em melanina, apresenta resisténcia a agao
da radiacdo solar (Fitzpatrick, 1988).

A escala de Fitzpatrick ¢ utilizada por muitos profissionais da area estética e
dermatologica para a classificagdo da cor da pele dos pacientes, para auxilid-los em
procedimentos fototerapicos (Gupta; Sharma, 2019). Trata-se de uma avaliagdo subjetiva, com
base na resposta da pele frente a incidéncia da radiagdo ultravioleta.

Os fototipos podem ser descritos da seguinte forma: fototipo I, sempre se queima e
nunca se bronzeia; fototipo II, queima-se facil e bronzeia-se muito pouco; fototipo III, queima-
se muito pouco e bronzeia-se moderadamente; fototipo IV, queima-se pouco e bronzeia-se com
facilidade; Fototipo V, dificilmente se queima e bronzeia-se muito; e Fototipo VI, nunca se

queima e bronzeia-se bastante (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).
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Figura 2 — Escala de cores dos diferentes fototipos

Fonte: Skin typing: Fitzpatrick grading and others (GUPTA; SHARMA, 2019).
Legenda: Escala de cores para a identificagdo do tom de pele

2.4 MELASMA E MELANOGENESE

Os itens abaixo detalham o distirbio na sintese de melanina que ocasiona o melasma.

2.4.1 Melasma

O melasma ¢ uma fotodermatose adquirida cronica, estimulada e intensificada pela
radiacao solar (Azulay; Azulay; Abulafia, 2017). Acomete mais o sexo feminino e caracteriza-
se pelo aparecimento de coloragdo marrom-clara ou escura, forma irregular, em areas muito
expostas a radiagdo solar, podendo ocorrer em toda a face ou em regides especificas, como a
regido centrofacial, malar e mandibular. Além disso, had possibilidade de ocorrer
hiperpigmentacao extrafacial (Bostan; Cakir, 2023) na pele do colo (Handel; Miot; Miot, 2014)
e dos antebracos (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

Este tipo de hiperpigmentagdo pode surgir apds exposicao solar, uso de contraceptivos
hormonais ou variacao hormonal, como ocorre no periodo gestacional, ou ainda, ter influéncia
genética na expressdo de genes relacionados com a producdo de pigmentos melanicos

(Aishwarya; Bhagwat; John, 2020).
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A presen¢a do melasma pode causar transtornos psicossociais que influenciam o bem-
estar dos pacientes (Zhu et al., 2022), interferindo nas relagdes sociais e emocionais (Misery et
al., 2010).

O melasma pode ser classificado de acordo com a sua localizagdo (ver Figura 3),
podendo manifestar-se na regido epidérmica, na dérmica, em ambas ou ser indefinido (quando
ha elevados fototipos: V e VI). O melasma epidérmico apresenta-se com excesso de pigmento
em todas as suas camadas; ja o do tipo dérmico possui melanina na camada papilar (Bolognia;

Jorizzo; Schaffer, 2017).

Figura 3 — Classificacdo do melasma

| | Centrofacial

|| Mandibular

ﬁ Malar

Fonte: Melasma (Doolan; Gupta, 2021).
Legenda: localizagdo de areas de melasma para a classificacdo da
distribui¢do em centrofacial, mandibular e malar.

As lesdes de melasma podem ser encontradas em toda a face, sendo que os padroes de
distribuicdo mais comuns sdo o malar e o centrofacial para as mulheres (Doolan; Gupta, 2021),
enquanto o padrao malar predomina em homens (Sarkar; Ailawadi; Garg, 2018) Pode haver
também a distribui¢do mandibular (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017).

O diagnostico ¢ realizado por meio da avaliagao clinica e pelo levantamento do histdrico
do paciente com relacdo a exposic¢ao solar, uso de cosméticos, gestacao, terapia medicamentosa
e hormonal (contracepg¢ao, reposicao). Com auxilio do diagnoéstico diferencial, pode-se diferir

o melasma de outras dermatoses pigmentares, como hiperpigmentacdo poés-inflamatoria,
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eritema discromico persistente, liquen plano pigmentoso, dentre outras (Bolognia; Jorizzo;
Schaffer, 2017).

Para a classificacio do melasma, pode-se utilizar o método da lampada de Wood
(Bostan; Cakir, 2023), que consiste na incidéncia da radiagdo ultravioleta A (em 365 nm) sobre
a pele, evidenciando a area hiperpigmentada. O método da dermatoscopia utiliza um aparelho
optico com lente de aumento (6x a 400x), permitindo a visualizagdo do pigmento em camadas

profundas da pele (Tamler et al., 2009).

2.4.1.1 Controle do melasma

Por ser uma desordem recorrente e de dificil controle, a intervengao no distirbio da
pigmentacao devera ser constante, por meio da utilizacio de cosméticos com acao
despigmentante (Cassiano et al., 2022), juntamente com agdes fotoprotetivas (McKesey; Tovar-
Garza; Pandya, 2020).

A sintese de melanina ¢ complexa e envolve inimeros mecanismos que sao
desencadeados apos estimulos quimicos e fisicos, contando com a participacao de genes,
enzimas, ions, ligantes e receptores (Maddaleno ef al., 2021). Os inimeros eventos que atuam
na formagdo dos pigmentos de melanina, bem como a barreira imposta pelo estrato corneo,
demandam o emprego de terapia combinada, aliados a sistemas de entrega dos ativos
cosméticos para facilitar o encontro da célula produtora de melanina.

A utilizacdo de ativos provenientes de extratos botanicos com propriedades clareadoras
¢ antioxidantes, tanto para uso topico quanto para uso sistémico, contribui para o
restabelecimento da coloracdo normal da pele e o controle da hiperpigmentagdo (Chamcheu;
Walker; Noubissi, 2021). Além disso, outros métodos para o clareamento das lesdes
hiperpigmentadas, como peelings, laser de CO; fracionado e luz pulsada, podem complementar
e potencializar a agdo despigmentante (McKesey et al., 2020). Entretanto, a utilizagdo tdpica
de ativos clareadores ¢ a mais comum para o controle do melasma (Neagu et al., 2022).

Os extratos vegetais, quando utilizados em formulacdes cosméticas despigmentantes
podem inibir as etapas de formagao do pigmento, bem como oferecer demais beneficios para a
pele devido a riqueza em compostos bioativos (Chamcheu; Walker; Noubissi, 2021). Os

flavonoides, por exemplo, podem atuar estimulando a renovagdo celular, a produgdo de
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colageno e na protecdo solar (Carvalho et al.,, 2021). Dessa forma, os ativos vegetais

representam opg¢des mais seguras para o controle do melasma (Maddaleno et al., 2021).

2.4.2 Melanogénese

A pele reage a agdo da radiacdo solar produzindo e liberando substancias especificas
para reverter possiveis danos ao tecido cutaneo, ao sistema imunoldgico € ao DNA. O excesso
de radiacdo ultravioleta origina radicais livres e provoca deplecao ou inativagdo de nutrientes
presente na circulagdo sanguinea (Costin; Hearing, 2007).

Com isso, ocorre nos melanocitos epidérmicos, a melanogénese, um evento fisioldgico,
responsavel pela formagao dos pigmentos de melanina (Kumari et al., 2018), que atuam como
protecao sobre o material genéticos dos queratindcitos.

A melanina ¢ um biopolimero encontrado em espécies vegetais, animais, bactérias e
fungos (Paria et al., 2020). Pode ser representada por eumelanina, feomelanina, neuromelanina,
alomelanina e piomelanina (d’Ischia et al., 2020). Esse pigmento atua como antioxidante contra
os danos da radiacdo ultravioleta (radicais livres) e como quelante de metais (Costin; Hearing,
2007). A melanina exerce principalmente funcao protetora sobre o material genético, pois, apos
ser produzida, ¢ distribuida para a regido nuclear das células epidérmicas, atuando contra
fotodanos ao DNA (Shan et al., 2021).

Os melanocitos (células produtoras de melanina) sao derivados dos melanoblastos com
origem embriondria ectodérmica (Videira, Moura; Magina, 2013). Encontram-se no cérebro
(produzindo neuromelanina), na céclea, na iris, no foliculo piloso e na camada basal da
epiderme (Yamaguchi; Hearing, 2014); (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). Dessa forma, sdao
responsaveis pela coloracao da substancia nigra, dos olhos, dos cabelos e da pele.

A sintese de melanina inicia-se nos melanossomos, organelas responsaveis pela
biossintese e armazenamento e posterior distribuicdo do pigmento. Essas estruturas exercem
protecdo a membrana plasmatica do melanocito e aos demais componentes celulares contra os
precursores oxidantes da melanina. Além disso, recebem enzimas e outras substancias
necessarias para a producao do pigmento.

Os melanocitos sao células com prolongamentos citoplasméaticos que se prendem aos
queratindcitos da camada espinhosa, ndo por vinculo desmossomico, mas por meio das

glicoproteinas caderinas (calcio-dependentes). Além dos queratindcitos, interagem também
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com os fibroblastos da derme por meio de mediadores quimicos e receptores (Kondo; Hearing,
2011).

Pelos melanocitos epidérmicos sdo produzidos dois tipos de melanina: feomelanina
(amarelo-avermelhada) e eumelanina (marrom e preta) (Ortonne, 2012). Cada melanocito
associa-se a cerca de 30 a 40 células de queratindcitos, constituindo a unidade
epidermomelanica (ver Figura 4) (Bolognia; Jorizzo; Schafter, 2017).

Diversos fatores influenciam a produgao de quantidades diferentes dos dois tipos de
pigmentos de melanina, dentre estes: as vias de sinalizagdo (ativacdo de genes, desequilibrios
nutricionais € hormonais) (Rambe; Simanungkalit; Yosi, 2020; Videira; Moura; Magina, 2013),
o pH intramelanossomal, a presenca de cations, a quantidade do substrato cisteina e o tamanho
das vesiculas melanossomicas. Assim, a coloragdo epidérmica ¢ dependente da sintese e da
distribuicao dos pigmentos de melanina e serd desenvolvida pela mistura das fracdes de
eumelanina e feomelanina (Wakamatsu; Zippin; Ito, 2021).

A compreensdo de grande parte dos eventos que ocorrem na melanogénese favorece o
controle e a prevengao das desordens pigmentares, pois permite a selecdo de ativos capazes de
atuar diferentes locais da biossintese do pigmento. O controle da hiperpigmenta¢ao pode ser
alcancado através da inibicdo de enzimas, cofatores, ions e genes, ou ainda pela menor
distribuicdo de melanina para os queratindcitos (Mahajan ez al., 2022). Além disso, ¢ importante
que os ativos despigmentantes estejam formulados em sistemas adequados a penetragdo cutanea
(Gupta et al., 2022) para que possam atuar eficazmente nas lesdes de melasma, garantindo o

controle da hiperpigmentacao e o restabelecimento da coloragdo natural da pele.

Figura 4 — Unidade epidermomelanica

——p—s——p—— Estrato corneo

Camada Granulosa

Camada Espinhosa

Melanossomos  Melandcito Melanina

Fonte: Adaptado de Signaling Pathways in Melanogenesis (D’Mello et al., 2016).
Legenda: Melanocito entre os queratinocitos da camada basal da epiderme e dendritos
com melanossomos para a transferéncia de melanina para os queratinécitos.
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2.4.2.1 Vias de regulacdo da melanogénese

A melanogénese ¢ ativada por varios mecanismos. Apos a incidéncia de radiagdo solar
na pele, os queratindcitos liberam mediadores quimicos e inflamatérios, como peptideos,
fatores de crescimento, citocinas, 6xido nitrico, prostaglandinas e histamina (Ansary et al.,
2021).

A producdo de espécies reativas de oxigénio provoca estresse celular e ativacdo da
proteina supressora de tumor (p53), que estimula a transcri¢gdo do gene pro-opiomelanocortina
(POMC) (Ver Figura 5) (Kumari ef al., 2018).

A clivagem do peptideo transcrito (POMC) origina o hormoénio melanotrofico (o-
MSH), o hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) (D’Mello et al., 2016) e B-endorfina (Kondo;
Hearing, 2011). Os hormdnios melanotrofico e adrenocorticotréfico atuam como agonistas do
receptor MCI-R, desencadeando inumeras reacdes para a producdo das enzimas
melanogénicas: tirosinase, tirosinase relacionada a proteina 1 (TRP-1) e tirosinase relacionada
a proteina 2 (TRP-2). Apos a ligacdo do a-MSH ao receptor MC1-R, hé elevagdo de AMPc,
que ativa a proteina quinase A (PKA). Esta, por sua vez, fosforila o fator de transcri¢do nuclear
denominado proteina de ligagdo do elemento de reacdo AMPc (CREB). Quando fosforilado,
CREB regula o Fator de Transcrigdo Associado a Microftalmia (MITF) (Kumari et al., 2018),
responsavel pela expressao das enzimas melanogénicas: tirosinase, TRP-1, TRP-2 e Pmel 17
(Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017), essenciais para a sintese de melanina.

A Endotelina-1 (ET-1) ¢ um peptideo secretado pelos queratindcitos apos agdo dos raios
ultravioletas na pele. Além de atuar na homeostase vascular, desencadeia a ativagao dos
melanocitos, promovendo sua migragdo e a formagdao de dendritos. Estimula a Proteina
Transportadora P Associada a Membrana (MATP) e liga-se ao receptor EDNRB, ativando o
fator de transcricdo MITF (Kondo; Hearing, 2011).

O fator de crescimento do queratinocito (SCF- Stem Cell Factor) liga-se ao receptor de
tirosina quinase (KIT), ativando a Proteina Quinase Ativada por Mitégeno (MAPK), que iréd
ativar o fator de transcricdo MITF para a producdo das enzimas metanogénicas (Park et al.,
2009).

As prostaglandinas e demais derivados do acido araquidonico, além da histamina,
aumentam a sintese de melanina (Park et al., 2009). As prostaglandinas do tipo E2, ao se

ligarem ao receptor (acoplado a proteina G), ativam o fator MITF, aumentando a melanogénese
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(Starner et al., 2010). A melanogénese também ¢ estimulada pelo 6xido nitrico, que promove a
sintese das enzimas melanogénicas (Yoon et al., 2022).

A fragmentagdo de lipideos da membrana dos queratinocitos, frente aos danos da
radiacao solar, estimula a proteina quinase C (PKC), resultando na fosforilagao e ativagao das
enzimas melanogénicas (Videira; Moura; Magina, 2013).

Os receptores adrenérgicos expressos em melandcitos epidérmicos do tipo aiA e Bo,
quando ativados, podem induzir a melanogénese pela ativagdo da proteina quinase C (PCK)
(Enkhtaivan; Lee, 2021). O receptor a1 A, ao ser ligado pela norepinefrina, libera diacilglicerol
da membrana plasmatica, o que ativa de PCK, estimulando a tirosinase. A molécula de
epinefrina liga-se ao receptor 2, ativando a adenilato ciclase para a elevacdo de AMPc, que vai
ativar MITF a transcrever as enzimas melanogénicas (Park et al., 2009).

Os fotorreceptores (OPN>, OPN3 e OPNj4), presentes na pele podem induzir a
melanogénese. Sao receptores sdo acoplados a proteina G e requerem a presenca de AMPc. A
luz azul atua no receptor OPNj3 (dependente de célcio), ativando CREB que induz MITF nas
enzimas melanogénicas (Shin, 2020).

Existem inimeras vias de ativagao da melanogénese, com a participacao de diversos
mediadores, como proteinas, fatores de crescimento, que resultam na ativagdo de MITF,

principal regulador da melanogénese (Kondo; Hearing, 2011).

Figura 5 — Principal via de regulagao da melanogénese
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Fonte: Adaptado de Melanogenesis Inhibitors (Kumari et al., 2018).
Legenda: RUV ativa a P53 e MITF para transcri¢do das enzimas melanogénicas.



28

2.4.2.2 Rota de sintese de melanina

Por inimeras reac¢des bioquimicas, o aminoacido L-tirosina € convertido em eumelanina
ou em feomelanina pela acao enzimatica da tirosinase. A rota biossintética (ver Figura 6) inicia-
se com a oxidacdo de L-tirosina pela tirosinase formando a molécula de L-Dopa (L-
dihidroxifenilalanina) (Wakamatsu; Zippin; Ito, 2021). Logo ap6s, a molécula de L-Dopa sofre
oxidagdo pela dopa-oxidase, formando dopaquinona (DQ). A molécula de DQ ¢ o substrato
intermediario para a formacgdo de eumelanina ou feomelanina (Kumari et al., 2018).

Neste interim, para a formagdo da eumelanina, a molécula de DQ sofre ciclizacdo
intramolecular, originando a ciclodopa, que, apds oxidacdo pela tirosinase TRP-1, formara
dopacromo (DC). A molécula de DC sofre descarboxilagdo espontanea, originando a
eumelanina preta: 5,6 dihidroxi-indol (DHI-melanina). Por acdo da enzima (TRP-2/DCT-
dopacromo tautomerase, dependente de zinco), a molécula de DC ¢é convertida em melanina
marrom: acido 5,6-diidroxi-indol-2-carboxilico (DHIAC) (Wakamatsu; Zippin; Ito, 2021).

A formacao da feomelanina (melanina vermelho-amarelada) ¢ dependente de cisteina,
que alcanca o interior do melanossomo através do transportador de membrana MFSD12
(Marks; Pavan, 2021). A cisteina condensa-se com a dopaquinona, formando cistenildopa
(D’Mello et al., 2016). Apos reagdes de ciclizagdo, intermedidrios benzotiazinicos sao formados

e, posteriormente, sofrem polimerizacdo, formando a feomelanina (Kumari et al., 2018).

Figura 6- Rota de sintese de melanina
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2.4.2.3 Transferéncia dos pigmentos de melanina

A transferéncia dos pigmentos produzidos ocorre por mecanismos nao totalmente
compreendidos. Segundo autores, a entrega da melanina pode ocorrer basicamente pela
interagdo entre as membranas do melanocito e do queratindcito, pela fagocitose ou pela fusao
entre as membranas (Figura 7) (Benito-martinez et al., 2021; D’Mello et al., 2016).

Os receptores ativados por protease (PAR-2), presente nos queratinocitos, atuam na
fagocitose dos melanossomos. A radiagao solar ativa o receptor PAR-2 para a transferéncia dos

pigmentos formados (Benito-Martinez et al., 2021).

Figura 7 - Migragao dos melanossomos do melandcito para o queratinocito

Melanocito

Ntcleo Ntcleo

Melanécito Queratindcito
Fonte: Adaptado de Melanosomes Are Transferred from Melanocytes to Keratinocytes
Through the Processes of Packaging, Release, Uptake and Dispersion (Ando et al., 2012).
Legenda: Transferéncia dos melanosssomos do melanécito para o queratindcito;
Os melanossomos dispersam os granulos de melanina ao redor do ntcleo;
PAR-2: Receptor 2 ativado por protease estimulando a fagocitose do melanossomo.

No final da biossintese de melanina, os melanossomos, ricos em pigmentos, dirigem-se
para os dendritos do melanécito facilitando a interagdo entre o queratindcito (D’Mello et al.,
2016).

A melanogénese ¢, portanto, um evento fisiolégico motivado por intmeros fatores
endogenos e externos, acompanhado de incontaveis reacdes e acdes nos queratindcitos e
melandcitos, com regulagdo autdcrina e paracrina para a produgdo dos pigmentos, 0s quais sao
necessarios para a protecdo e coloragdo da pele, dos cabelos e dos olhos. O melanocito ¢ um

dos principais responsaveis pela sintese de melanina, pois produz, armazena e transfere os
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pigmentos formados. Além disso, cumpre a sua fungdo na protecdo da pele, ja que responde

para qualquer estimulo recebido (Yuan; Jin, 2018).

2.5 FORMULACOES COSMETICAS

A utilizacdo de substancias cosméticas na pele ou cabelos ocorre desde os tempos
antigos, quando egipcios, gregos e romanos utilizavam algum tipo de elemento vegetal, animal
ou mineral para proteger, colorir, embelezar ou perfumar a pele (Gonzéalez-Minero; Bravo-
Diaz, 2018). As formulac¢des cosméticas compreendem produtos contendo sustancias de origem
natural ou sintética para serem aplicados sobre a superficie corporal para a limpeza, protecio e
corre¢ao de odores corporais; para o embelezamento da pele, cabelos e unhas, com intuito de
alterar, colorir ou real¢ar a aparéncia (Brasil, 2022). O Brasil ¢ um grande consumidor de
cosméticos, destacando-se juntamente com a Unido Europeia, Estados Unidos, Canada, Japao,
China e Coreia do Sul (Ferreira et al., 2022). Os cosméticos brasileiros sdo regulamentados
pelo Ministério da Saude, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela
Geréncia de Produtos de Higiene, Perfumes, Cosméticos e Saneantes (GHCOS).

No Brasil, os cosméticos sao classificados de acordo com o risco oferecido ao
consumidor em Grau I ou Grau II. Os produtos de Grau I s3o aqueles sem contraindicagdes,
utilizados para cuidado, limpeza e realce, como, por exemplo, os produtos para limpeza e
hidratacdao da pele e cabelos. Ja os cosméticos de Grau II, sdo indicados para uso em local
especifico que precisam de comprovacao de eficacia e seguranga, como os desodorantes,
produtos capilares (tinturas, alisantes e antiquedas), descolorantes, despigmentantes, filtro solar

e produtos para uso infantil (Brasil, 2022).

2.5.1 Cosméticos despigmentantes

O aparecimento de lesdes hiperpigmentadas na face afeta a harmonia do tom da pele,
podendo gerar constrangimento, desconforto psiquico e impacto negativo principalmente na
autoestima das mulheres (Jiang et al., 2018). A preocupagao com a coloragdo da face ¢ relevante
para as pessoas em diversas partes do mundo. Em alguns paises da Asia, por exemplo, ter-se
uma pele uniformemente clara ¢ sindbnimo de beleza (Desmedt et al., 2016). Na cultura
japonesa, a pele mais pigmentada exerce efeito negativo na aparéncia, relacionando-a com a

classe social inferior. Deste modo, esta populagao utiliza inimeras medidas protetivas contra a
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exposi¢ado solar, como a utilizagdo de cosméticos despigmentantes, fotoprotetores, maquiagem,
chapéu, roupas e sombrinhas (guarda-sois) para prevenir o aumento na sintese de melanina
(Hall, 2013). Entre a populagao brasileira, a maior preocupagao ¢ com a aparéncia fisica geral,
onde o corpo ideal ¢ bem delineado, livre de rugas e com coloracao uniforme (Goldenberg,
2005; 2010).

Assim como a aparéncia fisica interfere no bem-estar e na autoestima, a uniformidade
na coloragao da pele traz beleza, seguranga e eleva a autoestima (Evangelista et al., 2022). A
baixa autoestima pode impactar a sauide mental e fazer com que os relacionamentos e a
participa¢do em atividades sociais sejam evitados (Jiang et al., 2018). Por isso, para muitos,
corrigir o tom da pele ¢ essencial. Entretanto, o restabelecimento do tom natural da pele pode
ser uma etapa dificil, pois determinados tipos de alteragdes sdo permanentes exigindo
constancia nos cuidados cosméticos, além da protecao contra a radiacao solar (Trivedi; Yang;
Cho, 2017).

Os cosméticos despigmentantes podem interferir na sintese, maturagdo e liberagdo dos
pigmentos para as camadas superiores da epiderme. Ha diversos ativos que interferem na sintese
de melanina, como, por exemplo os inibidores da sintese da enzima tirosinase, dependente de
cobre (Cassiano et al., 2022). Dentre os inibidores enzimaticos, destacam-se a hidroquinona, o
arbutim, os 4cidos azeldico, kdjico, ascorbico e tranexamico (Pillaiyar; Manickam;
Namasivayam, 2017), a cisteamina (Cassiano et al., 2022), e o acido salicilico (Wang et al.,
2013), entre outros. A hidroquinona ¢ a molécula que exerce maior efeito no clareamento da
pele, principalmente quando associada a tretinoina e a um agente corticoide. Contudo, esse
ativo pode favorecer o aparecimento de efeitos indesejaveis, como alergia, inflamacdo e
sensibilizacdo no local aplicado (Cassiano et al., 2022). A hidroquinona, assim como a
tretinoina e os corticoides, ndo ¢ permitida em formulagdes de uso cosmético (Brasil, 2021).

A tretinoina interfere na melanogénese por reduzir a transcricao do gene que codifica a
enzima tirosinase (Maddaleno ef al., 2021) e por indugdo da descamacdo da camada cornea
(epidermopoiese), regenerando a epiderme. Além disso, promove a dispersdo dos pigmentos
melanicos (Leite ef al., 2015). Tanto a molécula de arbutim (derivada da uva ursi e do mirtilo)
quanto o acido azeléico (produzido por Pityrosporum ovale) (Malik; Kaur, 2020) exercem fraca
inibi¢do enzimatica.

O 4cido kojico, obtido pela fermentacdo por Aspergillus spp (Chaudhary, 2014), e o

acido ascorbico, presente em frutas e vegetais (Valente et al., 2011), inativam a tirosinase,
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atuando como quelantes de ion cobre. Entretanto, ambas as moléculas sdo instaveis,
necessitando de um veiculo adequado (farmacotecnicamente estabilizado) para garantir a
integridade molecular e assim poder exercer a agdo (Pillaiyar; Manickam; Namasivayam,
2017).

O 4cido tranexamico apresenta maior efetividade quando utilizado por uso oral ou por
aplicacdo direta (intradérmica) (Cassiano et al., 2022). A cisteamina inibe a tirosinase e eleva
os niveis de glutationa no melanossomo. A glutationa liga-se a tirosinase no sitio do ion cobre,
inativando-a (Chung et al., 2016). A nicotinamida, forma amida da vitamina B3, atua no
receptor ativado por protease (PAR-2), interferindo na interacdo entre o melandcito e o
queratindcito (Wang et al., 2021), inibindo a transferéncia dos melanossomos contendo os
pigmentos formados (Verdy; Branka; Mekideche, 2011).

Os alfa-hidroxiacidos (AHA) sdo acidos organicos encontrados nos vegetais, como
cana-de-aglicar ou em frutas citricas. Entre eles, destacam-se os acidos glicélico, fitico, malico,
mandélico, entre outros. Esses compostos exercem efeito despigmentante por acelerarem a
renovacao celular e dispersarem os pigmentos. O acido salicilico, um beta-hidroxiacido, atua
da mesma forma que os AHAs e inibe a tirosinase (Desmedt et al., 2016).

Ha muitas substdncias com agdo despigmentante atuando em vérias etapas da
melanogénese. Apesar disso, o controle da hiperpigmentacdo ¢ muito dificil, pois a formagao
do pigmento envolve inumeros estimulos e mecanismos. Muitas formulagdes destinadas a
inibicao da sintese de melanina podem acarretar sensibilizagdo, resultando em desisténcia do
tratamento ou serem de elevado valor financeiro (Nautiyal, Wairkar, 2021), desestimulando e
inviabilizando seu uso. Dentro dos limites recomendados, os despigmentantes derivados de
fontes naturais sdo considerados mais seguros, ja que seus bioativos sdo sintetizados como
metabolitos secundarios (Eddin et al., 2022) e podem contribuir para a melhora do melasma

devido aos inumeros beneficios oferecidos a pele (Maddaleno et al., 2021).

2.5.2 Cosméticos contendo ingredientes naturais

Cosméticos contendo extratos naturais vegetais apresentam ativos de origem botanica
em sua composi¢do. Este tipo de cosmético estd cada vez mais em evidéncia no mundo,
principalmente na América do Norte, Europa e em alguns paises da Asia, que concentram os

maiores consumidores de cosméticos a base de plantas (Gamage ef al., 2022). O grande
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interesse pelo uso de extratos vegetais em cosméticos originou a fitocosmética, area que estuda
a agdo de principios ativos vegetais aplicados em cosméticos (Souza; Mello; Lopes, 2012).

Os compostos fitoquimicos pertencem as mais variadas classes, como mucilagens,
resinas, gomas, Oleos essenciais, lipideos, peptideos, aminoacidos, taninos, saponinas,
flavonoides, alcaloides e glicosideos (Souza; Mello; Lopes, 2012). Esses bioativos podem estar
presentes em diversas partes do vegetal como nas folhas: boldo (Peumus boldus); flores:
lavanda (Lavandula officinalis); frutos: baunilha (Vanilla planifolia); sementes: cacau
(Theobroma cacao), casca: canela (Cinnamomum cassia); lenho: sassafras (Ocotea pretiosa),
raiz: valeriana (Valeriana officinalis) (Oliveira; Akisue; Akisue, 2014).

Os oleos vegetais podem ser obtidos por prensagem a frio, enquanto os demais
componentes sao obtidos por maceracao, percolagado, infusdo, decocgao, digestao, entre outras.

O teor usual dos extratos vegetais costuma ser no intervalo entre 0,1% e 20%.
Concentragdes maiores que 5% sao indicadas somente para formulagdes de uso temporario,
como sabonetes esfoliantes e mascaras faciais (Souza; Mello; Lopes, 2012).

Para a aplicacdo em discromias hiperpigmentosas, como o melasma, podem ser
utilizados fitoquimicos presentes em varias espécies vegetais, como cha verde (Camellia
sinensis), extrato de uva (Vitis vinifera), alcaguz (Glycyrrhiza glabra), cassis ou groselha negra
(Ribes nigrum), ruibarbo (Rheum officinale), salvia (Salvia officinalis), tilia (Tilia platyphyllos)
(Lianza et al., 2020), extrato de margarida (Bellis perennis) (Lim, 2014), dentre muitos outros.
Assim, devido a riqueza em componentes bioativos, os vegetais podem agir em beneficio da

saude geral (medicamentos) e da pele (cosméticos) (Joshi; Pawar, 2015).

2.5.3 Ativos cosméticos da formula¢io nanodispersa

2.5.3.1 Bellis perennis e Belides®

Bellis perennis ¢ uma planta pertencente a familia Asteraceae. Trata-se de uma espécie
herbacea e perene, medindo entre 10 e 25 cm de altura. Em razio destas caracteristicas e da
bela aparéncia de suas inflorescéncias (Figura 8a), ¢ muito encontrada para fins decorativos
(Ghorbani et al., 2022) em jardins e campos (Lim, 2014). De origem europeia e asiatica,
também ¢é encontrada em diversos paises das Américas e no norte da Africa (Ninomiya ef al.,

2016). Recebe diversas denominagdes em todo o mundo, como bellide na Itdlia, petite
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marguerite na Franca, bonina em Portugal e margarita na Espanha. No Brasil, ¢ conhecida
como margarida (Lim, 2014).

Dentro do género Bellis encontram-se as espécies Bellis perennis, Bellis annua, Bellis
sylvestris, Bellis cordifolia, Bellis microcephala, Bellis papulosa (Calvo; Quintanar; Aedo,
2012). A espécie Bellis perennis possui composi¢do quimica complexa em suas inflorescéncias,
incluindo saponinas triterpénicas (Ninomiya et al., 2016), flavonoides e glicosideos (Morikawa
et al., 2015). Entre os flavonoides identificados destacam-se: quercetina, apigenina, apigenina
7-O-B-D-glicuronideo, apigenina-7-O-glicosideo, apigenina 7-O-B-D-metilglucuronideo,
kaempferol, kaempferol 3-O-B-D-glicosideo e kaempferol 3-O-B-D-glicopiranosideo,
isoramnetina, isoramnetina 3-O-B-D-galactosideo e isoramnetina 3-O-B-D-(6"-acetil) -
galactopiranosideo (Lim, 2014).

Bellis perennis ¢ utilizada ha muito tempo. Durante o periodo das Cruzadas, na Idade
Meédia, suas propriedades terapéuticas tratavam infec¢do, indisposi¢do, mal-estar, bem como
cicatrizavam os ferimentos (Karahan, 2020). O extrato das flores de Bellis perennis possui
também substancias de interesse na drea cosmética, as quais conferem agado rejuvenescedora na
sintese de colageno tipo I (Morikawa et al., 2015) e despigmentante (Lim, 2014).

O extrato das flores de Bellis perennis ¢ disponivel para uso comercial como Belides®,
produto desenvolvido pela empresa alemda CLR-Chemisches Laboratorium (John et al., 2005).
Belides® apresenta acdo despigmentante, atuando na inibicdo da formacio da melanina,
interferindo em varias etapas da melanogénese, como diminuigao da liberagdo de endotelina-1
pelos queratindcitos, redu¢ao da ligacdo do hormodnio melanogénico em seu receptor,
ocasionando a reducdo na sintese das enzimas melanogénicas. Além disso, Belides® pode

interferir na transferéncia da melanina para os queratinécitos (Lim, 2014).
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Figura 8 - Inflorescéncias de Bellis perennis e apigenina-7- glicosideo
\\ W/ 7] 7

b)
Fonte: a) Skin-Lightening Agent with Different Pathways of Action on Melanogenesis (John et al., 2005).
b) www.sigmaaldrich.com
Legenda: a) Imagem das inflorescéncias de Bellis perennis;
b) Estrutura de um dos bioativos presentes no extrato: apigenina-7-O-glicosideo.

2.5.3.2 Alfabisabolol

A substancia alfabisabolol ¢ conhecida também por levomenol e apresenta as
conformagdes a e 3, sendo a forma a, a forma ativa (Eddin et al., 2022). Trata-se de um alcool
sesquiterpeno insolivel em agua (Souza; Souza; Moraes, 2016). A molécula ¢ composta por 15
atomos de carbono (Figura 9), apresentando-se monociclica e insaturada (Eddin et al., 2022).
Encontrado em varias espécies vegetais, como por exemplo, a salvia (Salvia runcinata),
madeira de candeia (Eremanthus erythropappus) € na camomila (Chamomilla recutita). Este
composto bioativo ¢ utilizado como ingrediente cosmético e farmacéutico (Kamatou; Viljoen,
2010).

O uso de alfabisabolol ¢ considerado seguro pelo United States Food and Drug
Administration (FDA). Multiplas agdes farmacologicas do alfabisabolol foram relatadas apos a
realizacdo estudos experimentais in vitro e in vivo (Eddin et al., 2022). Nestes estudos, a
molécula de alfabisabolol conferiu acao cicatrizante, calmante, antioxidante, anti-inflamatoria,
analgésica, antimicrobiana e antineopldsica, bem como exerceu efeito protetor sobre os
sistemas: cutaneo, gastrico, renal, cardiaco e nervoso (Eddin et al., 2022).

Na melanogénese, alfabisabolol ¢ capaz de dificultar a interagdo do hormonio
melanogénico a-MSH ao receptor MC1-R, ocasionando a redugdo nos niveis de AMPc. O baixo

nivel de AMPc intracelular ndo ¢ capaz de ativar a proteina de liga¢ao ao elemento responsivo
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ao AMPc (CREB), assim, ndo havera ativacao de MITF, com redugdo na inducdo das enzimas
melanogénicas (Sivamani; Clark, 2016).
Devido as suas propriedades medicinais, alfabisabolol atua na melhora dos sintomas de

disturbios da pele, como eczema, dermatite atopica, inflamagao e melasma (Eddin et al., 2022).

Figura 9- Estrutura da molécula de alfabisabolol
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Fonte: www.sigmaaldrich.com.

2.5.3.3 Nicotinamida

A vitamina B3 é uma vitamina hidrossoltvel, integrando-se ao complexo B. E conhecida
também por vitamina PP, devido a sua ac@o contra a doenga pelagra. Apresenta-se na forma
acida como acido nicotinico ou niacina e na forma amida como nicotinamida ou niacinamida
(Bains et al., 2018).

A nicotinamida ¢ um componente de grande importdncia no metabolismo, sendo
convertida nas coenzimas: nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP) para atuarem como agentes antioxidantes em diversas reacdes
no organismo (Wohlrab; Kreft, 2014).

A nicotinamida pode ser administrada em uso oral ou em uso topico. Atualmente a
molécula de nicotinamida (Figura 10) disponivel para uso cosmético ou farmacéutico ¢
produzida sinteticamente (Wohlrab; Kreft, 2014). A administra¢do oral de nicotinamida ¢ util
no controle das doengas autoimunes por inibir a citocinas IL-1f, IL-6, IL-8, TNF. Também
previne a fotocarcinogénese (realiza reparos no DNA) e exerce efeito fotoprotetor (inibe
fotodanos no DNA e a imunossupressao induzida por UVA e UVB) (Bains ef al., 2018).

Quando aplicada sobre a pele desempenha intimeros beneficios a fun¢do barreira, pois

promove a sintese de ceramidas e de outros lipideos, reduzindo a perda transepidermal de 4gua.
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Além disso, estimula a diferenciagdo celular e a sintese das proteinas epidérmicas: queratina,
involucrina e filagrina. E util no controle da acne por impedir a proliferagio do microrganismo
Cutibacterium acnes, bem como diminuir a liberacao de sebo pelas glandulas sebaceas (Forbat;
Al-Niaimi; Ali, 2017; Bains et al., 2018).

Na forma de um cosmético, exerce a¢do no rejuvenescimento da pele devido ao estimulo
na sintese de colageno e acao contra a glicagdo das proteinas de sustentacao (Bains et al., 2018).
Na melanogénese, a nicotinamida interfere na transferéncia dos pigmentos do melandcito para
0s queratinocitos.

Numerosas acdes benéficas sdo ofertadas a saude e a pele pelo uso de nicotinamida, que
¢ um ativo considerado seguro que pode prevenir e tratar danos gerados pela radiagdo solar e

pelo envelhecimento precoce (Boo, 2021).

Figura 10 - Estrutura da molécula de nicotinamida
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Fonte: www.sigmaaldrich.com.

2.6 MECANISMO DE ACAO DOS ATIVOS COSMETICOS

A diminui¢do da pigmentag¢ao da pele pode ocorrer pela interferéncia na biossintese dos
pigmentos de melanina por meio do bloqueio de receptores, enzimas e cofatores, bem como na
via de regulagdo e na entrega dos pigmentos (Cassiano et al., 2022). O ativo Belides® atua na
diminuicdo da producdo do pigmento de melanina, por diminuir a liberacdo (pelos
queratindcitos) de endotelina-1 apos a exposicdo a radiacdo solar e dificultar a ligacdo do

hormonio melanogénico em seu receptor, impedindo a sintese das enzimas melanogénicas.



38

Além disso, inibe a transferéncia de pigmentos para o queratindcito. O alfabisabolol devido sua
acdo anti-inflamatoria (Amaral ef al., 2021) atua na diminui¢ao de mediadores inflamatoérios,
como as prostaglandinas e reduz a concentragdo de AMPc (Sivamani; Clark, 2016) a um nivel
incapaz de fosforilar os fatores de transcricdo para a sintese das enzimas melanogénicas. J4 a
nicotinamida ndo diminui a sintese de melanina (Boo, 2021), apenas interfere na entrega dos

pigmentos formados.

A Figura 11 demonstra o mecanismo de agdo dos ativos Belides®, alfabisabolol e

nicotinamida na melanogénese.

Figura 11 - Mecanismos de inibicao da sintese e distribuicdo de melanina

- | | W Ve e P |
< { < | & [«
= R e O T | >

Belides®

Nicotinamida e
‘—. S PARD

MCI-R

ﬁ T ( "~ Belides® W memmm’
MELANINA -
< © © N =~
L-Tirosina T L-Dopa T Dopaquinona s Dopacromo

" -— = \. _ Cistenildopa mp FEOMELANINA - - P

Fonte: Adaptado de Signaling Pathways in Melanogenesis (D’Mello et al., 2016).
Legenda: Apds exposi¢do a radiagdo solar, a-MSH liga-se ao receptor de membrana MC1-R
ativando o MITF no nucleo para transcrever as enzimas melanogénicas.

Belides® e alfabisabolol inibem a produgio de melanina através do bloqueio de MC1-R.
Nicotinamida e Belides® impedem a transferéncia dos pigmentos interferindo em PAR-2.
MCI1-R: receptor de membrana acoplado a proteina G;

PAR-2: Receptor 2 ativado por protease;

MITF: Fator de Transcri¢do Associado a Microftalmia,

Enzimas melanogénicas: T: Tirosinase; TPR-1: Tirosinase relacionada a proteina 1;

TPR-2 Tirosinase relacionada a proteina 2.

2.7 SISTEMAS DISPERSOS E NANODISPERSOS

Os sistemas dispersos sao formados por duas fases: a fase dispersa e a fase dispersante.
Formam-se pela dispersdo entre dois compostos imisciveis, que podem ser de natureza liquida,

solida ou gasosa. Como exemplo, a dispersao de dois liquidos imisciveis forma uma emulsao,
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que ¢ estabilizada por um agente tensoativo. A dispersdo entre um gas (na fase dispersa) e um
liquido (na fase dispersante) origina uma espuma; ja a dispersao entre um liquido ou so6lido (na
fase dispersa) e um gas (na fase dispersante) produz um aerossol e a dispersao entre um sélido
(na fase dispersa) e um liquido (na fase dispersante) forma uma suspensao (Aulton; Taylor,
2016).

Os sistemas nanodispersos possuem dimensdes nanométricas, variando entre um
nandmetro (nm) até o maximo de 1000 nm (FDA, 2017). Sdo obtidos pela dispersdao de duas
substancias imisciveis, sendo que uma estara na fase dispersa e a outra sera a fase dispersante.
Compreendem as microemulsdes, os cristais liquidos, as nanoemulsdes, os lipossomas, as
nanoparticulas de lipideo sélido (NLS), os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
dentre outros (Garcia et al., 2021).

As microemulsdes sdo sistemas nanodispersos homogéneos, transparentes, de baixa
viscosidade, comportamento newtoniano (Sisak; Daik; Ramli, 2017) e com goticulas de
tamanho nanométrico (entre 10nm e 100 nm) (Garcia et al., 2021). As microemulsdes sao
facilmente preparadas pela dispersdo entre as fases aquosa, oleosa e tensoativo(s). Apresentam
estabilidade termodinamica (Szumata; Macierzanka, 2022) e baixa polidispersao, colaborando
com a estabilidade do sistema para longo tempo de prateleira (Tessema et al., 2018). Além
disso, estes sistemas oferecem protecdo ao fArmaco da acdo enzimadtica e da variagdo de pH do
trato gastrointestinal (TGI) (Sharma et al., 2015), sdo biocompativeis, capazes de solubilizar,
abrigar e preservar (contra oxidacdo e hidrolise) grande concentragdo de ativos polares e
apolares entre a camada interfacial (Leite, 2009), sdo estaveis a esterilizagdo por filtragao (Eloy;
Abriata; Marchetti, 2021), podendo ser utilizadas seguramente em medicamentos de uso
parenteral.

Estes sistemas receberam a denominacao de microemulsdao no ano de 1943, por Hoar e
Schulman, quando notaram que uma emulsao opaca poderia obter transparéncia pela adi¢ao de
um alcool de cadeia média (Sharma et al., 2015).

Os tensoativos sdo substancias essenciais para a formac¢do da microemulsdo, pois sdo
moléculas capazes de inserir-se na interface de dois liquidos que ndo se misturam (Figura 12),
reduzindo a tensao interfacial e estabilizando a fase dispersa e a dispersante. Os tensoativos sao
denominados também de surfactantes, anfifilicos, anfipaticos (Aulton; Taylor, 2016) e
emulsificantes (Jr; Popovich; Ansel, 2013). Sdo moléculas constituidas por duas porgoes:

hidrofobica e hidrofilica. A por¢cdao hidrofobica pode ser composta por cadeias de
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hidrocarbonetos, enquanto a por¢do hidrofilica pode ser formada por grupamentos i6nicos.
Portanto, os tensoativos podem ser de natureza anionica, catidnica, neutra ou anfétera (Aulton;

Taylor, 2016).

Figura 12 — Representagdao de moléculas de tensoativos na interface
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Fonte: Adaptado de Microemulsion utility in pharmaceuticals: Implications for multi-drug
delivery (Callender et al., 2017).

Legenda: Molécula de tensoativo com a cabega polar orientada na regido aquosa e cauda
hidrofobica voltada para a regido oleosa.

O sistema numérico denominado Equilibrio Hidréfilo Lipéfilo (EHL) foi elaborado em
1950 por Griffin (Aulton; Taylor, 2016). E baseado na propor¢io entre os grupamentos
lipofilicos e hidrofilicos para classificar o tensoativo e estabilizar o sistema. Na escala entre
zero e 18, os tensoativos com nimeros entre trés e sete, formardo sistemas agua-em-o6leo, ja
tensoativos com numeros entre oito e 18, formardo sistemas 6leo-em-agua (Aulton; Taylor,
2016). De acordo com a escolha do(s) tensoativo(s), do(s) cotensoativo(s) e da fase oleosa,
podem ser formuladas microemulsdes agua-em-o6leo (A/O) e 6leo-em-agua (O/A) (Eloy;
Abriata; Marchetti, 2021). Nas microemulsdes A/O (Figura 12), a camada continua ¢ oleosa,
pois a dgua se dispersa no 6leo; nas microemulsdes O/A, as goticulas do dleo sdo dispersas na

agua, que compde a fase externa (Leite, 2009).

Figura 13 -Tipos de microemulsdes
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Fonte: Adaptado de (MUZAFFAR; SINGH; CHAUHAN, 2013).
Legenda: 1-b microemulsédo 6leo-em-agua
2-b microemulsdo agua-em-6leo
Para a preparagao de microemulsdes de uso topico e oral, os tensoativos ndo i6nicos sao

os mais seguros e utilizados (Sharma et al., 2015). A adi¢do de cotensoativo expande a area
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microemulsionada, aumenta a fluidez da interface (Sisak; Daik; Ramli, 2017) e favorece a
formagao de goticulas na escala nanométrica (Leite, 2009). A escolha dos constituintes da fase
oleosa vai depender do tipo de formulagdo pretendida, levando-se em consideragdo as
particularidades de cada 6leo, como tamanho da cadeia carbdnica, tendéncia a oxidacao,
caracteristicas fisicas, presenga de compostos bioativos e seu poder de solubilizacdo. Uma fase
oleosa composta por 6leos de cadeias curtas facilita a formagdo da microemulsdo, entretanto,
diminuird o poder de solubilizagdo de ativos lipossoluveis (Sisak; Daik; Ramli, 2017).

Devido as grandes vantagens, os sistemas microemulsionados tém aplicacdes em
diversas areas, como a farmacéutica, cosmética, biotecnoldgica, na producao de combustiveis,
na industria de alimentos, dentre outras. Isso aumenta o interesse por parte dos pesquisadores
na avaliagdo desta tecnologia no desenvolvimento e melhoria de medicamentos que apresentam
farmacos insoliveis ou instaveis, que podem resultar em baixa dissolugdo e baixa
disponibilidade.

Na 4area farmacéutica, a utilizagdo de sistemas microemulsionados permite o
desenvolvimento de sistema de liberacao de farmacos, que podem ser administrados por via
oral, parenteral, pulmonar, nasal, ocular (Muzaffar; Singh; Chauhan, 2013), cutanea, (Garcia et
al., 2021) e vaginal (Oliveira et al., 2021). A area cosmética beneficia-se das vantagens das
microemulsdes, pois as formulagdes apresentam-se com aspecto elegante (transparente),
sensorial atrativo e viscosidade adequada, o que permite a formulacdo de varias formas
cosméticas, tais como xampus, desodorantes, locdes hidratantes e séruns. Além disso, pode-se
utilizar a microemulsdo na tecnologia de fabricacao de fragrancias, como produtos funcionais
ou na perfumaria fina, eliminando a presenga de etanol e promovendo estabilidade (grupos
labeis) das notas olfativas (Azeem et al., 2008). Em alimentos, as microemulsdes podem ser
uteis na solubilizagdo e na prote¢do de nutrientes lipofilicos e/ou termolabeis (Silva et al.,
2015). A biotecnologia pode contar com melhorias nos processos de sintese e maior estabilidade
de enzimas (Muzaffar; Singh; Chauhan, 2013). Em combustiveis, as microemulsdes auxiliam
na estabiliza¢do da amostra para andlise de contaminantes (Silva et al., 2015).

Os cristais liquidos sao formulacdes de fase distinta que possuem a organizagao do
estado solido, mas sdao fluidos como o estado liquido (Garcia et al., 2021). A propor¢ao de
tensoativos, fase oleosa, fase aquosa, temperatura ¢ pH determinam os tipos de estruturas
liquidas cristalinas a serem formadas (Eloy; Abriata; Marchetti, 2021), como as mesofases do

tipo: lamelar (aspecto de liquido viscoso), hexagonal (aspecto de gel) e cubica (elevada
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viscosidade). A fase cubica, a lamelar e a hexagonal podem conferir propriedades adesivas
(Souza et al., 2021), sendo uteis na preparagdo de medicamentos para uso interno e topico
(Formariz et al., 2005).

As nanoemulsdes sdao sistemas formados pela dispersao de liquidos imisciveis,
estabilizados por agentes tensoativos. Apresentam-se como sistemas de aspecto transliicido
(Rodrigues et al., 2018) e contidas na escala nanométrica (entre 10nm 1000 nm) (Tayeb et al.,
2021). Nao apresentam estabilidade termodinamica; porém, possuem estabilidade cinética
(Garcia et al., 2021), pois as goticulas de tamanhos reduzidos sofrem menos colisdes (Aulton;
Taylor, 2016), evitando a ocorréncia de separacao de fases, floculagdo e coalescéncia (Roberts
etal.,2017).

As nanoemulsdes diferem das microemulsdes na forma do preparo, por possuirem
menor concentragdo de tensoativos e por necessitarem de grande energia para a sua formacao.
O tamanho reduzido das goticulas auxilia na distribui¢do homogénea da formulacdo sobre a
pele, formando um filme oclusivo que aumenta a acdo. A menor concentracdo de tensoativos
evita a sensibilizagdo do tecido, sendo ttil para a producdo de medicamentos (de uso continuo)
no tratamento dos disturbios da pele, tal como as inflamagdes (Roberts et al., 2017). As
nanoemulsdes ndo se formam espontaneamente, sendo produzidas por processos de
emulsificagdo pelos métodos de baixa ou alta energia. Pelo método de baixa energia, as
goticulas formam-se com a propria energia do sistema pelo método de inversao de fase. No
processo de alta energia, a homogeneizagao sob alta pressao reduz o tamanho das gotas para a
faixa nanométrica (Eloy; Abriata; Marchetti, 2021).

Os lipossomas sdo estruturas concéntricas compostas por moléculas anfifilicas de
fosfolipideos (fosfatidilcolinas, fosfatidilserinas, fosfatidilglicerdis) que se auto-organizam em
vesiculas na presenga de agua e de energia (Aulton; Taylor, 2016). Estas estruturas concéntricas
apresentam agua no centro das vesiculas e entre as bicamadas (Garcia et al., 2021). Sao
formulagdes bastante utilizadas na area farmacéutica e cosmética (Kathuria et al., 2020), que
podem apresentar tamanhos variados (de nandmetro a micrometro) devido ao nimero de
camadas lipidicas presentes (Aulton; Taylor, 2016). A combina¢do da formulagdo de
lipossomas convencionais com moléculas de etanol, tensoativos ou outros componentes
originou vesiculas mais versateis, como os transfersomas, os etossomas, os invassomas (Garcia

et al.,2021), os propossomas, ¢ os glicerossomas (Kathuria et al., 2020).
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As nanoparticulas de lipideos solidos (NLS) sdo formadas pela dispersdo entre um
lipideo solido e uma fase aquosa, estabilizados por tensoativo(s), produzidos por
homogeneizagao de alta pressao, ultrassom, dentre outros. O carreador lipidico nanoestruturado
(CLN), ¢ formado da mesma forma que as nanoparticulas NLS; porém possuem além de lipideo
solido, um ou mais lipideo na forma liquida (Eloy; Abriata; Marchetti, 2021). A inser¢do da
molécula do lipideo liquido na nanoestrutura evita a recristalizagdo ordenada do lipideo so6lido
na matriz, criando regides amorfas, o que evita a expulsao do fArmaco da matriz lipidica (Garcia
et al., 2021). Essas nanoparticulas possuem estabilidade fisica e podem ser empregadas em
medicamentos de uso parenteral, oral, topico, transdérmico, dentre outros (Eloy; Abriata;
Marchetti, 2021). A industria cosmética pode desenvolver produtos com agradavel sensorial,
garantindo a estabilidade de moléculas hidrofobicas de interesse cosmético, como vitamina E,
retinol e coenzima Q10. Além disso, as nanoestruturas aderem a superficie da pele
proporcionando efeito oclusivo (que diminui a perda transepidermal de 4gua), o que aumenta a

penetracdo do ativo e consequente a¢ao (Roberts et al., 2017).

2.8 DIAGRAMA DE FASES

A construcdo de diagramas de fase ¢ um método pelo qual se podem desenvolver
sistemas dispersos. Os diagramas de fase sdo representacdes graficas indicadas na forma de um
triangulo equilétero, sendo que os vértices (A, B, C) representam cada um dos componentes,
tais como tensoativo(s), fase oleosa e fase aquosa (Damasceno et al., 2011). Sao elaborados
apods a mistura de fase oleosa e tensoativos pelo método da titulacdo lenta de agua (Muzaffar;
Singh; Chauhan, 2013). Para o desenvolvimento de microemulsdes, pode-se utilizar os
diagramas de fases como um meio de ilustrar os sistemas formados, indicando as regides que
apresentam alteragdes macroscopicas como a separagao de fases, regides sugestivas de
microemulsdo e de cristal liquido, bem como as regides emulsionadas (Silva ef al., 2015). Um
sistema composto por dgua, 6leo e tensoativo pode ser representado em um diagrama de fase
ternario; ja o que possui quatro componentes ¢ demonstrado pelo de diagrama de fase
pseudoternario (Damasceno et al., 2011). Deste modo, a construgdo de diagramas de fase
facilita a obtencdo de sistemas estaveis, pois permite encontrar as regides de melhor

combinagdo entre os ingredientes (Jr; Popovich; Ansel, 2013).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a obtencao de um sistema nanodisperso seguro e estavel
para a formulagao de um produto contendo ativos cosméticos para o controle do melasma. Para

isso, os objetivos especificos foram cumpridos.

3.1 GERAL

Desenvolver um sistema nanodisperso, preferencialmente uma microemulsdo, para a
formulagdo de um produto cosmético sensorialmente adequado, seguro e estavel, contendo os

ativos Belides®, nicotinamida e alfabisabolol, para o controle do melasma.

3.2 ESPECIFICOS

e Construir os diagramas de fase a base de tensoativos, emolientes e dgua com
intuito de selecionar um sistema fluido de baixa viscosidade e elevado contetido
aquoso com os parametros fisico-quimicos adequados para um sistema
nanodisperso do tipo microemulsao;

e Formular um produto cosmético contendo os ativos Belides®, nicotinamida e
alfabisabolol, visando atingir a epiderme viavel e inibir/diminuir a produgao
excessiva de melanina;

e Desenvolver e validar a metodologia analitica por LC-MS/MS para a
quantifica¢do de nicotinamida e apigenina-7-O-glicosideo (marcador do
Belides®);

e Desenvolver e validar metodologia analitica por GC-MS para a quantificacdo de
alfabisabolol;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica do sistema em conformidade com os
critérios de estudo de estabilidade acelerada da ANVISA;

e Avaliar a seguranga do sistema desenvolvido para uso na pele por meio de
estudo in vitro de viabilidade celular ANVISA;

e Avaliar a difusdo dos ativos na epiderme viavel através de estudos in vitro de

permeacao e retencao cutanea.
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4 MATERIAL E METODOS

Nos topicos a seguir, ha a relagdo dos equipamentos, materiais ¢ métodos utilizados para

o desenvolvimento do trabalho.

4.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES

4.1.1 Equipamentos

e Banho-maria SL 150, SOLAB;

e Cabine de protegdo bioldgica: Bio protector 09, Grupo Veco;

e Centrifuga 80-2B analogica 12x15 mL 4000 rpm;

e Centrifuga: analogica 12x15 mL 4000 rpm CENTRIBIO CE131;

e (élula de difusdo vertical Hanson Research®;

e Condutivimetro: LUCA-150;

e Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas mono quadrupolo, GC-
MS,modelo QP 2010 Plus — Shimadzu®, equipado com autoinjetor. Coluna capilar
OPTIMA® (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano) com didmetro interno 0,25mm,
espessura do filme 0,25um, comprimento de 30 metros;

e Cromatografo Liquido acoplado ao Espectrometro de Massas triplo quadrupolo LC-
MS/MS, modelo LC-MS 8030 Shimadzu®, com sistema composto por duas bombas
LC-20AD, um autoamostrador SIL-20 AHT, uma véalvula de seis portipos FCV-20AH.
Coluna Cromatografica: Phenomenex® Aqua Sum C18 125 A, 150 x 4,6 mm;

e Espectrofotometro de Infravermelho com Transformada de Fourier, IRAffinity 1;

e Estufa: Lucadema®, modelo 80/100 (220V, 1200w);

e Incubadora de CO; Thermo Scientific;

e Lavadora ultrassonica Unique;

e Leitor de microplaca Asys UVM 340;

e Microscopio Nikon Eclipse TS 100;

e pHmetro Sartorius, modelo Docu-pHmeter;
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Refrigerador Eletrolux®, modelo R 360;
Redmetro Brookfield, modelo RV-DV3T, cone-placa;
Zetasiser Nano ZS, modelo ZEN3601 (Malvern Instruments Ltd., UK).

4.1.2 Materiais e reagentes

4.1.2.1 Padroes analiticos

Nicotinamida: Lote: BCCF2563, Sigma Aldrich Brasil LTDA;
Apigenina-7-O-glicosideo: Lote: LRAC2234, Sigma Aldrich Brasil LTDA;
Alfabisabolol: Lote: BCCCF5411, Sigma Aldrich Brasil LTDA;

4.1.2.2 Reagentes

Metanol UV/HPLC Lote: 112266, Dinamica Quimica Contemporanea LTD;
Acetonitrila J.T Baker: Lote: UN1648;

Acido formico 85%: Lote: 0704187, Vetec Quimica Fina LTDA;

Solugdo padrio de KCL 0,001M (146,9 uS/cm) Lote: 73150816, MS Tecnopon
Instrumentagao;

DMSO: Lote: 0903581, Vetec Quimica Fina LTDA.

4.1.2.3 Solugdes

Solugdo-estoque de apigenina-7-O-glicosideo e nicotinamida nas concentragdes de
1000 mg/mL e 10 mg/mL, preparadas em metanol;

Solugdo-estoque de alfabisabolol (1000 mg/mL e 10 mg/mL) preparadas em acetonitrila;
Fase movel (LC-MS/MS): metanol/ solucao acido férmico 0,1% (92:8, v/v) e metanol/
agua (92:8, v/v) como fase de limpeza;

Fase movel (CG-MS): gas Hélio;

Tampao Fosfato: PBS 10X pH 7.4;

Meio de cultura RPMi 1640, Lote: 5599, Cultilab LTDA;

Meio de cultura dulbecco mem (DMEM), Lote: 5589, Cultilab LTDA;

Soro fetal bovino Lote: 4520-500, Cultilab LTDA;

Soluc¢do de tripsina: Lote: Cultilab LTDA;
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4.1.2.4 Ativos cosméticos e excipientes

e Nicotinamida - Lote: 21E18-B010-078034, Excipienta;

e Belides®- Lote: 3213872, Pharmaspecial;

e Alfabisabolol - Lote: 03406F21, Engenharia das Esséncias;
e BHT: Lote - ALL 41348, All Chemistry.

e EDTA - Lote: ALL 06200, All Chemistry.

e Caprililglicol - Lote: 190530-15, Engenharia das Esséncias;
e Fenoxietanol - Lote: 143080, Engenharia das Esséncias;

e C(Cetiol Ultimate - Lote:79175, Engenharia das Esséncias;

e C(Cetiol CC - Lote:0023346526, Engenharia das Esséncias;

e Tween 20 - Lote: SLBW4062, Sigma Aldrich Brasil LTDA.
e Oleo de ricino hidrogenado etoxilado (RH-40): Lote:AUT0239217, Mapric;
e Span 80 - Lote:1768435, Croda do Brasil.

4.1.2.5 Células
e Fibroblastos (c¢lulas 1.929).

4.2 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS NANODISPERSOS PARA INCORPORACAO
DE NICOTINAMIDA, BELIDES®, E ALFABISABOLOL

4.2.1 Construcio dos diagramas de fase e selecao de sistemas transparentes liquidos

Foram construidos cinco diagramas de fase pela titulagdo lenta de dgua purificada sobre
uma mistura de tensoativo(s) e ingrediente(s) de fase oleosa (peso final de cinco gramas) em
nove diferentes proporcdes (ver Tabela 1 e Quadro 1).

Inicialmente, para cada um dos nove sistemas (1:9; 2:8; 3:7; 4:6; 5:5; 6:4; 7:3; 8:2; 9:1)
titulou-se uma quantidade fixa de dgua, sendo realizadas duas adi¢des de 125 pl. Depois, cada
sistema recebeu, gradativamente, mais 19 adi¢des de 250 pl e, por fim, mais 30 adi¢des de 500
ul. Ao final da titulacdo, o peso total da adicdo de dgua sobre cada um dos sistemas resultou na
massa de 25 gramas. Entre cada titulacdo, os sistemas foram homogeneizados e deixados em

repouso para posterior observagao e avaliagao.
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Apds 10 minutos de repouso, pela observacdo macroscopica, classificaram-se os

sistemas obtidos em: sistema transparente liquido, sistema transparente viscoso, sistema opaco

viscoso, sistema opaco liquido ou separagdo de fases. Todos os diagramas de fases obtidos

foram plotados como grafico pelo software SigmaPlot10®.

Tabela 1 - Proporc¢des de T e FO

Proporc¢ao de tensoativo Proporcio de fase oleosa

Sistema

1

O 01O\ L b~ W

N WA U3 ®\O

1

1:9
2:8
3.7
4:6
5:5
6:4
7:3
8:2
9:1

Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).
Legenda: T: tensoativo; FO: fase oleosa.

Quadro 1 — Relacdo entre tensoativo(s) e fase oleosa dos diagramas e seus sistemas

Diagrama Codigo (.10 sistema Tensoativo(s) Fase Oleosa

de Fases selecionado
1° PEG PEG 40 TACC
2° PEGSPANRSS5 PEG 40/SPAN 85 TACC
3° - PEG 40 TACC/Silicone Volatil
4° PEGSILICONE PEG 40 TACC/Silicone Volatil
5° PEGSPANTWEEN | PEG 40/SPAN 80/ TWEEN 20 | Cetiol Ultimate/ Cetiol CC

Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG, (2021).
Legenda: PEG 40: 6leo de ricino RH 40 hidrogenado etoxilado;

Span 80: oleato de sorbitano;

Span 85: trioleato de sorbitano;

Tween 20: monolaurato de polietilenoglicol sorbitano;
Tacc: triglicerideos de acido caprico caprilico;

Cetiol ultimate: undecano e tridecano;

Cetiol cc: carbonato de dicaprilil;

Silicone volatil: ciclopentasiloxano.

A partir da obtencdo dos diagramas de fases e da defini¢do por analise macroscopica,

foram selecionados varios sistemas liquidos transparentes para serem reproduzidos a partir dos

valores correspondentes de agua, fase oleosa, tensoativos/cotensoativo, indicados pelos

graficos dos diagramas.

Apos a selecdo dos sistemas liquidos transparentes (por analise macroscopica), seguiu-

se com a avaliagdo pré-estabilidade e caracterizagdo fisico-quimica para predizer se os sistemas
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pertenciam a regido de microemulsdo quanto ao tamanho de goticula (inferior a 100 nm) e
homogeneidade na distribuicido do tamanho de goticulas (com um baixo indice de
polidispersividade <0,2). Apos as analises fisico-quimicas, escolheu-se o sistema com maior
conteudo aquoso, menor viscosidade, para caracterizagdo mais detalhada, desenvolvimento do
produto e avaliacdo da estabilidade acelerada. A relagdo entre os constituintes (em
porcentagem) esta especificada na Tabela 2.

Tabela 2 — Propor¢ao entre FA, FO e T dos sistemas selecionados

Sistema Fase Aquosa (%) Tensoativo(s) (%) Fase Oleosa (%)
PEG 58,33 37,50 4,17
PEGSPANSS5-1 69,70 24,24 6,06
PEGSPANSS5-2 69,70 27,27 3,03
PEGSILICONE-1 64,29 25,00 10,71
PEGSILICONE -2 64,29 28,57 7,14
PEGSILICONE -3 69,70 27,27 3,03
PEGSPANTWEEN-1 75,00 20,00 5,00
PEGSPANTWEEN-2 80,00 18,00 2,00

Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).
Legenda: FA: fase aquosa; FO: fase oleosa; T: tensoativo.

43 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS LiQUIDOS
TRANSPARENTES LIQUIDOS

4.3.1 Teste de centrifugacio pré-estabilidade

Conforme recomendado pelo Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (Brasil,
2004), a estabilidade fisica do produto deve ser avaliada antes do inicio do estudo de estabilidade
acelerada. As situacdes de estresse como agitacdo, altas temperaturas, bem como
incompatibilidade entre os ingredientes, podem gerar desestabilizacao fisica, resultando em
separacao de fases, precipitacao ou coalescéncia (Ueoka; Moraes, 2018).

Os sistemas liquidos transparentes foram analisados por meio de centrifugacdo em
temperatura ambiente. Cinco gramas de amostra foram colocados em tubo tipo Falcon

(capacidade 15 mL) e centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos (Brasil, 2004).
4.3.2 Tamanho das goticulas e indice de polidispersividade
O tamanho de goticulas e o indice de polidispersividade (PdI) dos sistemas liquidos

transparentes foram determinados por dispersdao dinamica de luz, utilizando um Zetasizer Nano

ZS, modelo ZEN 3601 (Malvern Instruments Ltd., UK), com angulo fixo de 173°, em 25 °C.
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Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os dados foram coletados e analisados no

Zetasizer Software (v. 7.11).

4.3.3 Determinacio do pH

O valor de pH dos sistemas liquidos transparentes foi determinado por um pHmetro

Sartorius, modelo Docu-pHmeter.

4.3.4 Condutividade

A condutividade (em puS/cm) dos sistemas liquidos transparentes foi determinada em
25°C, utilizando o equipamento Zetaziser Nano ZS modelo, ZEN 3601 (Malvern Instruments
Ltd., UK). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os dados foram coletados e
analisados no Zetasizer Software (v. 7.11).

Para confirmar o tipo de fase externa do sistema final, utilizou-se o condutivimetro
LUCA-150, que foi calibrado com solu¢ao padrao de KCI 146,9 uS/cm, em 25 °C. Para o
experimento, pesaram-se quantidades ja definidas de tensoativos e fase oleosa (9:1) para formar
uma mistura de cinco gramas. Sobre essa mistura, introduziu-se o eletrodo diretamente apos
cada titulagdo de 4gua (com posterior homogeneizagao). A mistura recebeu duas adi¢des de 125
uL de 4gua purificada e, em seguida, recebeu, gradativamente, mais 19 adi¢des de 250 uL e,
por fim, mais 30 adi¢gdes de 500 uL. Aguardou-se o tempo para a estabilizagdo da resposta entre
cada adigdo (sob homogeneizagao), para a leitura da condutividade.

Um gréfico foi construido (Figura 22), relacionando os valores de condutividade em

funcdo dos volumes de agua adicionados.

4.3.5 Potencial Zeta

Os sistemas liquidos transparentes tiveram o potencial zeta determinado por dispersao
eletroforética de luz utilizando um Zetasiser Nano ZS modelo, ZEN 3601 (Malvern Instruments
Ltd., UK), em 25 °C. A analise foi realizada em triplicata. Os dados foram coletados e analisados

no Zetasizer Software (v. 7.11).
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4.3.6 Reologia

O perfil reoldgico dos sistemas liquidos transparentes foi avaliado (em triplicata) por
um Redmetro Brookfield, modelo RV-DV3T, cone-placa, acoplado a um computador com o
Software Rheocalc v.3.2, Brookfield Engineering Laboratories. De acordo com o valor de
torque encontrado em teste prévio, bem como das caracteristicas da amostra, o spindle CPA-

40Z foi definido para a realizacao das analises. As determinagdes foram realizadas em 25 °C.

44 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR LC-MS/MS PARA
QUANTIFICACAO DE NICOTINAMIDA E APIGENINA-7-O-GLICOSIDEO

O desenvolvimento do método foi realizado utilizando um cromatografo liquido
acoplado a espectrometro de massas triplo quadrupolo: LC-MS/MS, modelo LC-MS8030 da
Shimadzu®. O sistema é composto por duas bombas LC-20AD, um autoamostrador SIL-20
AHT, uma valvula de seis portipos FCV-20AH: (todos obtidos da Shimadzu®). Os dados foram
tratados pelo software LabSolutions® (versio 5.42, Shimadzu®). As temperaturas de
dessolvatagdo e do bloco de aquecimento foram de 250 °C e 400 °C, respectivamente. As
vazdes utilizadas para o gas de nebulizagdo e o gas de secagem foram, respectivamente 2 e 15
mL/min.

O padrao de apigenina-7-O-glicosideo foi utilizado no desenvolvimento do método para
avaliagdo do produto Belides® que sendo extrato floral de Bellis perennis, possui inimeros
compostos bioativos, inclusive a molécula de apigenina-7-O-glicosideo.

O modo de ionizagdo por eletrospray positivo (ESI") foi empregado para a nicotinamida,
enquanto o modo de ionizagdo por eletrospray negativo (ESI") foi empregado para apigenina-
7-O-glicosideo. As transi¢des individuais para nicotinamida [ion precursor (M+H) 123,05 m/z]
e apigenina-7-O-glicosideo [ion precursor (M-H) 431,38 m/z] foram otimizadas por
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) (Sallabi et al., 2021).

O critério de identificagdo dos analitos foi a presenca de trés fragmentos, sendo que para
a nicotinamida os ions apresentaram as seguintes razoes massa/carga: 80 m/z, 78 m/z e 53 m/z
(Liu et al., 2012). O ion de 80 m/z foi selecionado para a quantificagdo da nicotinamida
(apresentou maior intensidade de sinal). Para o analito apigenina-7-O-glicosideo, a razao

massa/carga dos principais fragmentos foi de 269,10 m/z, 268,10 m/z e 311,10 m/z (Jia et al.,
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2020). A quantificagdo foi realizada pelo monitoramento do fragmento mais intenso da
apigenina-7-O-glicosideo (268,10 m/z).

Para a analise cromatografica, empregou-se a coluna cromatografica Phenomenex®
Aqua 5 pm C18 125 A, 150 x 4,6 mm. Testaram-se vérias composi¢des de fase movel com
diferentes solventes. A fase mdvel composta por metanol/solugdo de 4cido férmico 0,1% foi
avaliada sob o fluxo de 0,4 mL/min nas seguintes propor¢des: 90:10 v/v e 95:5 v/v. Na
propor¢ao 92:8 v/v, testaram-se trés valores de fluxo: 0,30, 0,35 ¢ 0,40 mL/min. Ja a fase movel
composta por acetonitrila/solu¢cdo de acetato de amonio 10 mM foi avaliada nas proporgoes de
70:30 v/v; 80:20 v/v; 90:10 v/v, sob fluxo de 0,3 mL/min.

Estudou-se também o comportamento dos analitos com relagdo a area alcancada, bem
como a intensidade do sinal nos solventes acetonitrila e metanol. Testaram-se diferentes vazdes
da fase moével, para a otimizagdo do fluxo. Apds ajustar todos os parametros, injetou-se 10 pL
de amostra, obtendo-se os espectros de massa dos analitos nicotinamida e apigenina-7-O-

glicosideo.

4.5 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR GC-MS PARA QUANTIFICACAO
DE ALFABISABOLOL

Para o desenvolvimento do método analitico para o alfabisabolol, utilizou-se um
cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas monoquadrupolo, GC-MS, modelo
QP 2010 Plus, Shimadzu®. O cromatografo ¢ equipado com autoinjetor, coluna capilar
Optima® (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano) com didmetro interno 0,25 mm, espessura do
filme 0,25 um, comprimento de 30 metros. O fluxo do gas Hélio foi ajustado para 10 mL/min,
velocidade linear de 44,3 cm/s e pressao de 149,5 kPa. O injetor foi operado no modo splitless
em 250 °C. O forno foi programado em isoterma a 220 °C por 4 minutos.

O padrao de alfabisabolol foi preparado em acetonitrila na concentragao de 1000 mg/L.
Para anélise no modo SCAN e no modo SIM, foram injetados 2 puL da solucao do padrao na
concentracdo de 1 mg/L. As relagcdes m/z observadas foram 109, 119 e 204 (Sethupathy et al.,
2016). Realizou-se a quantificagdo do analito por meio da integracdo da area do pico de razao

massa/carga de 119.

4.6 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA
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O método analitico foi validado conforme a RDC 166 de 24/07/2017 (Brasil, 2017).
A seletividade do método analitico desenvolvido para os ativos foi evidenciada por meio de

comparagdo de um cromatograma do branco com um cromatograma de um padrao do analito.

A linearidade dos métodos foi avaliada por meio de cinco concentragdes (em triplicata)
no intervalo de 80% a 120% da concentracdo teorica da formulagdo. Para a nicotinamida,
utilizaram-se as concentracdes de 5; 10; 20; 40; e 60 mg/L. Para a apigenina-7-O-glicosideo,
os valores de concentragdo foram de 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,2 mg/L, ja para o analito alfabisabolol,
utilizaram-se as concentragdes de 10; 20; 40; 60; 80 e 100 mg/L.

Construiu-se o grafico das respostas analiticas em funcao da concentragdao do analito,
juntamente com a avaliagdo estatistica. Apresentou-se a Equacdo de regressao de y em x,
estimada pelo método dos minimos quadrados, indicando os coeficientes de determinagdo (r?)
e de correlacdo (r), sendo que este deve ser superior de 0,990.

A precisdo foi avaliada em func¢do da repetibilidade. Efetuaram-se nove analises, sendo
trés analises para a concentragdo baixa, trés analises para a concentragao média e trés analises
para a concentracdo alta em relagdo a concentracdo teorica. Para a nicotinamida, utilizaram-se
as concentracdes de 5; 20 e 60 mg/L. Para a apigenina-7-O-glicosideo, os valores de
concentracdo foram de 0,5; 1,0 e 2,2 mg/L, ja para o analito alfabisabolol, utilizaram-se as
concentragoes de 10; 40 e 100 mg/L. As analises foram realizadas pelo mesmo analista, em
uma unica corrida. A precisdo foi calculada pelo desvio padrdo relativo, pela Equagao 1,
conforme a RDC 166, 24/07/2017, em que: ¢ = desvio padrao e CMD = concentragdo média
obtida.

o
DPR=MX 100 €8

A exatiddo do método foi determinada pelas analises (em triplicata) das concentragdes
de baixa, média e alta (conforme as concentracdes utilizadas no ensaio da precisdo para cada
um dos analitos) em relacdo a concentracdo tedrica da formulagdo, sendo expressa pelo
percentual de recuperacdo entre a concentracdo média obtida e a concentracdo tedrica,
conforme Equagdo 2, em que: ¢ = desvio padrao; CM exp. = concentragdo média experimental;

C teodrica = concentragdo tedrica.

M exp.
R jo=—— 2
ecuperagao = ——— — 2)
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O limite de detec¢do ¢ indicado pela menor concentragdo do analito que pode ser
encontrada na amostra. O limite de deteccdo (LD) foi calculado pelos dados obtidos pela curva

analitica por meio da Equagao 3, em que: 6 = desvio padrao; m = coeficiente angular.

3,3x0
LD = x 100 (3)
m

O limite de quantificagdo (LQ) € a menor concentracdao do analito que pode ser obtida
com precisdo e exatiddo, sendo calculado pela Equacdo 4, em que: ¢ = desvio padrdo; m =

coeficiente angular.

10x o
= x100 “)

LQ

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA DO SISTEMA SELECIONADO PARA
FORMULACAO FINAL

O sistema final escolhido, contendo os ativos cosméticos foi submetido ao estudo de
estabilidade acelerada no laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG. O estudo
foi conduzido conforme o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (Brasil,
2004), objetivando verificar as possiveis alteracdes nos aspectos macroscopicos e fisico-
quimicos, bem como alteragdes no teor dos ativos cosméticos Belides® (marcador: apigenina-

7-0-glicosideo), nicotinamida e alfabisabolol.

4.7.1 Condic¢oes do estudo

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro incolor (Figura 14), os quais
foram bem fechados para impedir a perda de liquido para o meio conforme recomendado

(Brasil, 2004).

final para o estudo de estabilidade

Figura 14 - Amostras do sistema
-
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ApoOs a preparagao do sistema com os ativos, uma amostra foi analisada (dia zero)
quanto as caracteristicas macroscépicas: cor, odor e aspecto; as caracteristicas fisico-quimicas:
tamanho de goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta, condutividade, viscosidade e pH,
conforme o item 4.3. O teor dos ativos cosméticos hidrofilicos (nicotinamida e apigenina-7-O-
glicosideo) foi avaliado por LC-MS/MS (conforme o item 4.4) e do ativo alfabisabolol pelo
GC-MS (conforme o item 4.5).

Ap6s o acondicionamento, as amostras foram distribuidas em diferentes condig¢des de
temperatura e armazenadas no laboratério de Tecnologia de Cosméticos da UNIFAL-MG:
e Temperatura ambiente (aprox. 25 + 2 °C): amostras protegidas da luz foram mantidas
sobre a bancada e analisadas nos dias 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90°.
e Temperatura de 40 & 2 °C: amostras permaneceram em estufa e foram analisadas nos
dias 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90°.
e Temperatura de 5 + 2 °C: amostras foram mantidas em refrigerador e analisadas nos

dias 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90°.

4.8 AVALIACAO DA PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

Para a avaliagdo da permeacdo cutanea in vitro dos ativos cosméticos, foram utilizados
fragmentos de pele de orelha de porco em célula de difusdo vertical (tipo Franz). As orelhas
suinas (integras) foram obtidas e lavadas com agua destilada para o preparo da pele. O excesso
de pelo do estrato corneo foi removido delicadamente com uma tesoura € com o auxilio de um
bisturi, a pele foi descolada. Apos a retirada do excesso de tecido adiposo, a pele foi mantida
congelada a -70 °C até a sua utilizacdo. Para o experimento, cortou-se a pele em fragmentos de
tamanhos adequados a area de difusao.

A célula de difusdo vertical (tipo Franz) apresenta area difusional de 1,77 cm? e dois
compartimentos: o doador e o receptor (Figura 15). Os compartimentos receptores possuem
capacidade de 7 mL e foram preenchidos com tampao fosfato 20 mM com pH 7,4 (previamente
filtrado e degaseificado).

Os fragmentos de pele foram colocados entre os compartimentos doador e receptor,
estando a por¢ao dérmica em contato com a solugdo receptora e mantida em 32 £+ 1 °C (pelo

banho de dgua circulante) e agitacao de 300 rpm. No compartimento doador, adicionou-se 200
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uL do sistema cosmético contendo Belides®, niacotinamida e alfabisabolol. Apés 30 minutos
do inicio do experimento, coletou-se 1 mL do meio receptor para a quantificacdo dos ativos.
Apos cada coleta, restituiu-se o volume retirado com tampao fosfato. Novas aliquotas de mesmo
volume foram coletadas apos uma hora e a cada hora, perfazendo sete coletas (0,5; 1; 2; 3; 4; 5
e 6 h). O experimento foi realizado em triplicata.

A quantificagdo dos ativos foi realizada por LC-MS/MS. Para o célculo da quantidade
real que atravessou a pele, levaram-se em consideragao as quantidades retiradas em cada coleta.

A Equagao 5 foi utilizada para determinar a quantidade real permeada (Sato et al., 2007).

Qreal,t = Cmensurada,t . Vr +Va . Zn-lca 5)

Qreal, t = Quantidade real no tempo t;
Chmensurada,t = concentracdo mensurada da coleta no tempo;
V: = volume do compartimento receptor;

a = concentracao removida; Va = volume removido.

Apos decorridas as seis horas do estudo da permeagao cutanea, avaliou-se a retengao
dos ativos cosméticos no estrato corneo pela técnica do tape stripping. Essa técnica pode indicar
se as moléculas ativas ficaram retidas no estrato corneo ou se foram capazes de penetrar nas
camadas da pele (Jonsdottir et al., 2022). Os fragmentos de pele foram retirados da célula de
difusdo vertical, enxaguados com a solugdo tampao e fixados em um suporte (na area
demarcada para a permeacao, conforme Figura 16). Para a remocao do estrato corneo, aplicou-
se uma leve pressdo sobre a pele na area demarcada. Utilizaram-se 15 tiras de fita adesiva
transparente Scotch 3M® (descartando-se a primeira). As tiras foram colocadas em tubo tipo
Falcon de 50 mL com 10 mL de metanol (para a extracao dos ativos) e submetidas a agitagao
por 15 minutos. Em seguida, o tubo contendo as fitas foi mantido por 15 minutos em banho de
ultrassom. Logo apds, filtrou-se o conteudo do tubo em membrana de 0,45 um. O filtrado foi

analisado por LC-MS/MS.
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Figura 15 — Modelo de célula de difusao

Coletor de amostra

D Saida de dgua do banho

D Entrada de dgua do banho

Compartimento
receptor
Agitador magnético

Fonte: Adaptado de (Pulsoni et al., 2022): Comparison Between
Franz Diffusion Cell and a novel Micro-physiological System for In Vitro
Penetration Assay Using Different Skin Models.

Figura 1 g — Pele de orelha suina e drea de permeagéo

- R
R e »._r

Fonte: Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, UNIFAL-MG, (2022).

4.9 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Recomendado pelo Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos da
ANVISA (ANVISA, 2012), o estudo de viabilidade celular tem por objetivo verificar se os
produtos em desenvolvimento sdo seguros para as cé€lulas humanas. O ensaio foi realizado com
linhagens de fibroblastos L.929 obtidas do laboratorio de Cultura de Células da UNIFAL-MG,
em parceria com o professor Dr. Marcos Vinicius Salles Dias. Este ensaio consiste na reagao
colorimétrica que ocorre devido a atividade das enzimas mitocondriais em metabolizar o sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Apos terem sido retiradas do reservatorio de nitrogénio (-196 °C), uma aliquota (1 mL

contendo as células em soro fetal bovino com 5% de DMSO em criotubo) foi descongelada em
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banho-maria a 37 °C. Ap0s total descongelamento, em cabine de protecao bioldgica, o conteudo
do tubo criogénico foi transferido para um tubo tipo Falcon contendo 1 mL de meio de cultura
(DMEM) que foi previamente suplementado com soro fetal bovino e antibidticos. O tubo foi
centrifugado por seis minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi
ressuspendido com 1 mL de meio de cultura. Em seguida, o contetido do tubo foi transferido
para uma garrafa de cultura de 25 cm? contendo 4 mL do meio. A garrafa foi acondicionada em
incubadora a 37 °C e 5% CO.. Apos o crescimento celular, foi necessario realizar a passagem
das células para outras garrafas, com isso obteve-se quatro garrafas contendo células de
fibroblastos L929.

Para o preparo da placa, retiraram-se as células das garrafas por meio da tripsinizacao.
As células foram contadas na CAmara de Neubauer e semeadas na concentragdo de 2 x 10* por
poco. Testou-se os ativos cosméticos separadamente, bem como o sistema com € sem 0s ativos.
Belides®, nicotinamida e alfabisabolol foram avaliados nas concentragdes de 0,02; 0,01; 0,005
e 0,0025%. Os sistemas (contendo todos os ativos € o sem os ativos), foram diluidos 60, 120,
240 e 480 vezes.

Cada amostra foi dissolvida em meio de cultura para ser adicionada sobre os pocos
determinados. Apds 48h de incubagdo, retirou-se o meio de cultura, adicionaram-se 100 pL
(por poco) de solucdo de MTT 5 mg/mL e incubou-se por 3h a 37 °C e 5% CO,. Apoés este
periodo, a solugdo de MTT foi removida dos pogos, adicionando-se 100 pl de DMSO sobre
cada poco. Apds homogeneizagao da placa, realizou-se a leitura em 570 nm. O experimento foi

realizado em triplicata, conforme esquema mostrado na Figura 17.
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Figura 17 - Ensaio MTT para avaliacdo da viabilidade celular

Placa de 96 pocos

3 -Removeu-se 0 meio de
cultura e adicionou-se os
produtos cosméticos

1 - Meio de cultura 2- Cada pogo recebeu 200 pul de
contendo células 1.929 meio de cultura contendo as

células. Incubou-se por 24h

6 - Realizou-se a leitura
4 -Ap6s 48h removeu-se 0 meio

. - - contendo os produtos cosméticos e

5 - Apés 3h de incubagio, adicionou-se 100 ul /poco de solucio
removeu-se 0 MTT e adicionou-se MTT 0,5 mg/mL
100 pl de DMSO em cada pogo

Fonte: Adaptado de Método de determinacdo de concentragdes ndo citotoxicas para avaliagdo
da capacidade protetora da lignina contra danos ao DNA (Magalhaes; Tha; Leme, 2018).
O calculo da viabilidade celular foi realizado de acordo com a Equagao 6.

em 570 nm

Viabilidade celular (%) = Abs tratado x 100 (6)

Abs controle negativo

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se a andlise estatistica deste trabalho utilizando os softwares, Rstudio e
GraphPad Prism. No ensaio de linearidade da curva analitica, verificou-se a homocedasticidade
dos dados, conforme RDC 166, 2017, com o teste estatistico de Breusch-Pagan no Rstudio.

A andlise estatistica do estudo de estabilidade acelerada foi realizada pela estatistica
descritiva, que teve os valores das médias e do desvio padrao calculados para cada uma das
analises.

Para o estudo de viabilidade celular, utilizou-se o GraphPad Prism, em que apés a
analise da distribui¢do dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk (normalidade), aplicou-se o teste

estatistico de Dunnett para a comparacao das médias das amostras com o controle.

5 RESULTADOS

Abaixo, encontram-se os resultados de todos os experimentos realizados para a

obtencao do produto cosmético.
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5.1 DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS NANODISPERSOS PARA INCORPORACAO
DE NICOTINAMIDA, BELIDES® E ALFABISABOLOL

5.1.1 Construcao dos diagramas de fase e selecao de sistemas transparentes liquidos

Os diagramas de fase foram desenvolvidos para a obtengdo e selecdo de sistemas na
regido de transparéncia liquida, com intuito de obter-se um sistema adequado para a
incorporagao dos ativos cosméticos para uso no controle do melasma. A elaboragdo dos cinco
diagramas de fases permitiu a verificacdo do efeito entre a propor¢do dos componentes
(tensoativos, agua e adjuvantes de fase oleosa) no desenvolvimento de sistemas transparentes
liquidos.

As distintas propor¢des entre os componentes originaram sistemas com diferentes
aspectos macroscopicos, como sistemas transparentes e opacos, tanto liquidos quanto viscosos,
bem como sistemas com separacdo de fases. Houve a formacdo dos sistemas liquidos,
transparentes € pouco viscosos na regido sugestiva de microemulsdo, sob agitacdo branda,
conforme relatado na literatura (Sisak; Daik; Ramli, 2017).

A Figura 18 demonstra os diagramas de fase 1 e 2, que apresentam as regides de
sistemas transparentes liquidos, representadas graficamente pelas linhas na cor rosa.

O tensoativo presente nos sistemas do diagrama 1 ¢ o PEG 40 e a fase oleosa é composta
pelo TACC. Do diagrama 1, selecionou-se apenas um sistema (PEG) dentro da regido de
sistemas transparentes liquidos para a caracterizacao fisico-quimica. O sistema permaneceu
estavel apos centrifugacdo e todos os demais parametros avaliados como tamanho de goticula,
Pdl, pH, condutividade, potencial zeta e viscosidade indicaram valores dentro do especificado
para uma microemulsdo, entretanto, o sistema deste primeiro diagrama nao ofereceu adequado
sensorial para o produto em desenvolvimento, pois o tempo para a secagem apos aplicagao na
pele foi muito extenso, oferecendo sensagdo de pegajosidade.

O diagrama 2 apresenta, além do PEG 40, o Span 85 como cotensoativo na propor¢ao
de 3 partes de PEG 40 para 1 parte de Span 85. Neste diagrama, manteve-se TACC como fase
oleosa. Escolheu-se dois sistemas da regido de sistemas transparentes liquidos (linhas na cor
rosa da Figura 18b: PEGSPANS5-1 e PEGSPANSS5-2) para caracterizagdo fisico-quimica. Os
sistemas mostraram-se estaveis frente a centrifugacdo. O diagrama 2 forneceu sistemas estaveis

e bem caracterizados, porém houve certa dificuldade na homogeneizagao entre cada titulagdo,
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devido a alta viscosidade alcangada ao longo da adi¢do de agua. Estes sistemas indicaram
grande tempo para a secagem do produto na pele, além de falta de emoliéncia e bastante

pegajosidade.

Figura 18 - Diagramas de Fase 1 e 2

PEG-40 / SPAN 85
(3:1)

o0

© 20 30 4 % 6 70 o % 'C':-AGU‘\ TAGG

TACC

Diagrama 1 Separagdo de Fases Diagrama 2
- ¢  Sistema Transparente Viscoso N
Sistema Transparente Liqudo
Sistema Opaco Viscoso
Sistema Opaco Liquido

Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a)Diagrama 1: PEG 40/TACC
b)Diagrama 2: PEG 40/SPAN 85 (3:1) /TACC.

Com intuito de alcangar sistemas com mais emoliéncia, testou-se uma nova combinagao
de fase oleosa, mantendo-se fixa a fase com o unico tensoativo, o PEG 40. Na fase oleosa,
adicionou-se o silicone volatil (ciclopentasiloxano) na propor¢ao de 1:1 entre TACC e silicone
volatil. Esta nova composigdo originou o diagrama 3. Entretanto, ja nas primeiras titulagdes,
percebeu-se varios sistemas com separagdo de fases e pouco ou nenhum sistema transparente
liquido. No diagrama 3 (Figura 19a), pode-se visualizar a pequena regido de sistemas
transparentes liquidos sugestivos de microemulsdo (linhas na cor rosa) e grande area de
separagdo de fases (linhas na cor verde). Portanto, nenhum dos sistemas desse diagrama foi
selecionado para a caracterizagdo, pois nao houve grande combinagao de interesse na regido de
sistemas transparentes liquidos.

Alterou-se a propor¢ao entre os componentes de fase oleosa do diagrama 3, que passou
de 50% entre TACC e silicone volatil, para 75% e 25%, respectivamente. Com esta composi¢ao,
construiu-se o diagrama 4. Logo ap0s a alteracdao da proporcdo entre os componentes de fase
oleosa, verificou-se a formagdo de mais sistemas transparentes liquidos (linhas na cor rosa)

(Figura 19b). Deste diagrama, selecionou-se trés sistemas transparentes liquidos para a
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avaliag¢do da pré-estabilidade e caracterizacao fisico-quimica. Os sistemas selecionados foram
denominados: PEGSILICONE-1, PEGSILICONE-2, PEGSILICONE-3. Estes sistemas
ofereceram mais emoliéncia, entretanto, ainda permaneceu o longo tempo para a secagem do

produto na pele.

Figura 19- Diagramas de Fase 3 e 4

1

voL.

b, ® © 0 iGUA  TACC /SIL
TACC/SILVOL

1:1)

Separagido de Fases
¢  Sistema Transparente Viscoso
v  Sistema Transparente Liqudo
Sistema Opaco Viscoso
Sistema Opaco Liqudo

Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a)Diagrama 3: PEG40/ TACC/ Sil. Vol. (1:1);
b)Diagrama 4: PEG40/ TACC/SIl. Vol. (3:1).

Pela falta de emoliéncia e sensacao de pegajosidade, além do elevado tempo de secagem
dos sistemas analisados dos diagramas 1, 2 e 4, alterou-se a composi¢ao de tensoativos e fase
oleosa para a construcao do diagrama 5. Este diagrama contou com a participagdo de mais um
tensoativo, o Tween 20 (além do PEG 40) e um cotensoativo, o Span 80. A fase oleosa foi
formada por dois emolientes: Cetiol Ultimate® e Cetiol CC®. Os sistemas que apresentaram
transparéncia, estabilidade frente a centrifuga¢do e melhores caracteristicas com relagdo ao
tempo de secagem, sensorial e espalhabilidade foram selecionados para a caracterizagao fisico-
quimica. Os sistemas foram denominados PEGSPANTWEEN-1 ¢ PEGSPANTWEEN-2.
Observou-se no diagrama 5 (Figura 20) maiores proporcdes de sistemas liquidos (linhas na cor
rosa), que pode ser devido a presenga de mais um tensoativo € um cotensoativo (Ghosh;

Mukherjee; Chandrasekaran, 2013).
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Os sistemas transparentes liquidos foram alcangados pela propor¢ao entre 70% e 90%
de tensoativo para 30% e 10% de fase oleosa, conforme constatado na Figura 21, que contém a
imagem dos nove sistemas do diagrama 5. Desse diagrama, o sistema PEGSPANTWEEN-2 foi

o escolhido para o desenvolvimento do produto cosmético.

Figura 20- Diagrama de Fase 5

PEG-40/SP AN 80/TWEEN 20
(2:0,5:2)

0
0 10 B W @ 0 e M@ W 00
CETIOL ULTJ/CETIOLCC
@1)

o Separagdode Fases Diagrama 5
Sistema Transparente Viscoso
v  Sistema Transparente Liquido
v  Sistema Opaco Viscoso
= Sistema Opaco Liquido

Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: Diagrama 5: PEG40/SPAN 80/TWEEN 20 (2: 0,5: 2)/CET.ULT./CET.CC (2:1).

em das m

Figura 21 - Imag

isturas em diferentes propor¢des do Diagrama 5

Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: Separagdo de fases: Sistemas = 1:9; 2:8; 3:7; 4:6;

Sistema opaco liquido: Sistemas = 5:5; 6:4;

Sistema transparente/transltcido liquido: Sistemas = 7:3; 8:2; 9:1.

5.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS SISTEMAS TRANSPARENTES
LIQUIDOS
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5.2.1 Teste de centrifugacio pré-estabilidade

Pela avaliacdo do ensaio de centrifugacdo pré-estabilidade nao se observou separagao
de fases e nenhum sinal de instabilidade fisico-quimica. Conclui-se que todos os sistemas

selecionados e avaliados foram bem desenvolvidos e estaveis diante do teste de centrifugagao.
5.2.2 Tamanho das goticulas e indice de polidispersividade

Determinou-se o tamanho das goticulas e o indice de polidispersividade de cada um dos
sistemas desenvolvidos. Objetivou-se o desenvolvimento de sistemas com goticulas de tamanho
nanométrico (< 100 nm) e valores de Pdl menores que 0,2. Os resultados de ambos os

parametros sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Andlise do tamanho de goticula e PdI dos sistemas selecionados

Diagrama Sistema Tamanho da goticula (nm) PdI
1 PEG 20,8 £0,075 0,192 + 0,002
2 PEGSPANSS5-1 28,36 + 0,07 0,146 £ 0,004
2 PEGSPANSS5-2 19,83 £0,11 0,115 £ 0,008
4 PEGSILICONE-1 33,25+0,16 0,118 £ 0,004
4 PEGSILICONE-2 23,55 +0,08 0,165 £ 0,009
4 PEGSILICONE-3 18,67 0,06 0,095 + 0,006
5 PEGSPANTWEEN-1 22,45+ 0,04 0,094 £ 0,004
5 PEGSPANTWEEN-2 16,00 + 0,065 0,077 £ 0,007

Fonte: Laboratoérios de Tecnologia de Farmacé€utica e de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).

Pelos resultados encontrados na Tabela 3, pode-se concluir que o tamanho das goticulas
de todos os sistemas analisados (dos diagramas 1, 2, 4 ¢ 5) apresentaram valores dentro da faixa
nanométrica aceitavel para os sistemas microemulsionados (< 100 nm) (Oliveira et al., 2021).
Ao longo do desenvolvimento dos diagramas de fases, a combinagdo entre tensoativos e
cotensoativos do diagrama de fases 5, originou sistemas com menores tamanhos de goticulas,
que pode ser devido a presenca do tensoativo Tween 20, ja que em funcao de seu baixo peso
molecular, favorece a formacdo de goticulas menores (Ghosh; Mukherjee; Chandrasekaran,
2013).

Os fatores como declinio na propor¢ao de fase oleosa e aumento na concentracao de
tensoativos contribuiram para a melhoria na uniformidade da distribui¢do das goticulas. Os
sistemas analisados do diagrama 5 indicaram valores mais baixos de PdI: 0,077 + 0,007 e 0,094

+ 0,004 (sistemas PEGSPANTWEEN-1 ¢ PEGSPANTWEEN-2 respectivamente). Portanto,
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conclui-se que o sistema selecionado para o desenvolvimento do produto (PEGSPANTWEEN-
2) apresentou valores adequados de tamanho de goticulas (Oliveira et al., 2021) e de Pdl para

um sistema microemulsionado estavel (Danaei et al., 2018).

5.2.3 Determinacio do pH

Os sistemas analisados dos diagramas 1, 2 e 4 apresentaram valores de pH dentro da
faixa de seguranga para uso cutaneo (4 < pH < 6) (Ali; Yosipovitch, 2013) (Tabela 4). Ja os
sistemas do diagrama de fases 5, devido a alteragdo na composi¢ao de tensoativos, bem como
a inser¢ao de ésteres na fase oleosa, apresentaram valores abaixo da faixa ideal para o estrato

corneo (Costa; Horswill, 2022).

Tabela 4 - Determinagao de pH dos sistemas selecionados

Diagrama Sistema pH
1 PEG 5,65+0,10
2 PEGSPANS85-1 5,63+0,10
2 PEGSPANS&S5-2 5,67+0,11
4 PEGSILICONE-1 6,02+0,15
4 PEGSILICONE-2 5,99 + 0,09
4 PEGSILICONE-3 5,48+0,10
5 PEGSPANTWEEN-1 3,79 £ 0,020
5 PEGSPANTWEEN-2 3,77+ 0,015
5 PEGSPANTWEEN-2 + ativos 4,84+ 0,010

Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).

Para a manutencao da fun¢ado barreira e protecdo contra acdo de microrganismos, o pH
do estrato corneo apresenta-se ligeiramente acido (4 < pH < 6) (Proksch, 2018). O sistema
selecionado para o desenvolvimento do produto apresentou valor abaixo de 4, entretanto, a
adi¢do dos ativos cosméticos ao sistema elevou o valor de pH para um valor dentro da faixa de

seguranca: pH 4,84 + 0,01.

5.2.4 Condutividade e potencial zeta

A variacdo no valor da condutividade elétrica dos sistemas em desenvolvimento pode
indicar alteragdo estrutural na fase externa. Um sistema contendo microestrutura 6leo-em-agua
apresenta valores elevados de condutividade, ao contrario dos sistemas agua-em-6leo (abaixo
de 10 uS/cm) (Ngawhirunpat et al., 2013). De acordo com a Tabela 5, os valores de

condutividade elétrica apresentados pelos sistemas dos diagramas 1, 2 e 4 eram abaixo de 35
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uS/cm, mas dentro da regido 6leo-em-agua. Ja os sistemas do diagrama de fase 5, apresentaram
valores proximo ou igual a 100 puS/cm. Isso pode ser devido a presenga de cotensoativo, que
favorece a flexibilidade da interface permitindo a interagdo entre moléculas de dgua e as
goticulas, elevando a condutividade (Li ef al., 2010).

Pela da avaliagcdo dos valores de condutividade em funcdo da titulagdo de 4gua sobre a
mistura de tensoativo/cotensoativo e fase oleosa, comprovou-se que microestrutura presente no

sistema final selecionado para a incorporagao dos ativos cosméticos ¢ do tipo 6leo-em-agua.

Figura 22 - Condutividade do sistema sem ativos em relacdo a proporc¢ao de agua
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2022).

Os valores de potencial zeta em todas as amostras analisadas mostram sistemas
com cargas negativas com valores diferentes de + 30. Dessa forma, ndo colaboram na
estabilidade elétrica (Raspantini et al., 2021). Entretanto, a presenca de tensoativos ndo idnicos
(como por exemplo, o Tween) pode favorecer a estabilizagdo estérica, uma vez que esses
ingredientes podem adsorver a superficie das goticulas (Aulton; Taylor, 2016).

Tabela 5-Andlises da condutividade e de potencial zeta dos sistemas selecionados

Diagrama Sistema Condutividade (uS/cm) Potencial Zeta (mV)
1 PEG 232+3,7 -13,63 +£2
2 PEGSPANS5-1 32,0+3.3 -8,88+1,1
2 PEGSPANS&S-2 26,0+ 0,7 -485+1,9
4 PEGSILICONE-1 24,0+ 0,45 -8,23+1,2
4 PEGSILICONE-2 27,0+ 0,6 -6,18 £ 1,85
4 PEGSILICONE-3 26,6 0,75 -8,12+1,6
5 PEGSPANTWEEN-1 100,0 £ 0,5 -3,97+ 0,65
5 PEGSPANTWEEN-2 95,5+ 0,60 -486+1,9

Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Farmacéutica e de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).

5.2.5 Reologia
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A caracterizag¢do reoldgica do sistema em desenvolvimento colabora na obtengdo de
formulagdes estaveis, uma vez mudangas na microestrutura podem ser evidenciadas a partir da
avaliag¢do da reologia (Kumar; Kushwaha; Sharma, 2014). As Figuras 23 a 31 contém os graficos
do comportamento reolodgico dos sistemas selecionados. A Tabela 6 demonstra os valores de
viscosidade dos sistemas analisados.

A avaliagdo reoldgica do sistema PEG (composto por 75% de fase aquosa, 22,5% de
tensoativo e 2,5% de fase oleosa) apresentou fluxo tendendo ao newtoniano. Pela Figura 23a,
nota-se que a tensdo de cisalhamento foi proporcional ao gradiente de cisalhamento, exibindo
indice de fluxo de 0,996. O valor da viscosidade (20,1 £+ 0,1 cP) manteve-se constante com o

aumento do gradiente de cisalhamento, como observado na Figura 23b.

Figura 23 - Analise reologica do sistema PEG
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Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEG: Tensdo de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEG: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Os sistemas avaliados do diagrama 2 apresentaram fluxo tendendo ao newtoniano com
viscosidade constante. Nestes sistemas houve linearidade com indices de fluxo iguais a 0,996 e
0,994 para os sistemas PEGSPANS5-1 e PEGSPANS5-2, respectivamente (Figuras 24a e 25a).
O sistema PEGSPANSS5-1 apresentou viscosidade de 18,7 £ 0,1 cP (Figura 24b), enquanto o
sistema PEGSPANS85-2 apresentou valor de 29,9 + 0,18 cP (Figura 25b).
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Figura 24 - Analise reologica do sistema PEGSPANS5-1
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSPANS8S5-1: Tensao de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSPANS5-1: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Figura 25 - Analise reologica do sistema PEGSPANS5-2
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Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSPANS85-2: Tensao de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSPANS5-2: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Os trés sistemas analisados do diagrama 4 apresentaram fluxo newtoniano (Figuras 26a,
27a e 28a) com indices de fluxo de 0,994; 0,990 e 0,993 para os respectivos sistemas:
PEGSILICONE-1; PEGSILICONE-2 e PEGSILICONE-3. O valor da viscosidade de cada um
dos sistemas manteve-se constante ao longo do gradiente de cisalhamento, como pode ser visto

pelas Figuras 26b, 27b e 28b.
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Figura 26 - Anélise reoldgica do sistema PEGSILICONE-1
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Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).
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Legenda:a) Sistema PEGSILICONE-1: Tensao de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSILICONE-1: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Figura 27 - Graficos da andlise reoldgica do sistema PEGSILICONE-2
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos - UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSILICONE-2: Tensdo de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento,
b) Sistema PEGSILICONE-2: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.
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Figura 28 - Analise reologica do sistema PEGSILICONE-3
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos - UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSILICONE-3: Tensao de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento,
b) Sistema PEGSILICONE-3: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Os sistemas analisados do Diagrama 5 (Figuras 29, 30 e 31) apresentaram viscosidade
constante ao longo do gradiente de cisalhamento indicando fluxo tendendo ao newtoniano.
Especificamente, o sistema final PEGSPANTWEEN-2 + ativos, apresentou baixa viscosidade
de 6,87 £ 0,028 cP e indice de fluxo de 0,996 (Figura 31a). Estes parametros reoldgicos estao
de acordo com o tipo de formulagdo proposta: sistema de baixa viscosidade, com elevado

conteudo aquoso.

Figura 29 - Andlise reologica do sistema PEGSPANTWEEN-1
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Fonte: Laboratoério de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).

Legenda: a) Sistema PEGSPANTWEEN-1: Tensao de cisalhamento versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSPANTWEEN-1: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.
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Figura 30 - Analise reologica do sistema PEGSPANTWEEN-2
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Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSPANTWEEN-2: Tensao versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSPANTWEEN-2: Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

Figura 31 - Analise reologica de PEGSPANTWEEN + 0s ativos cosméticos
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Fonte: Laboratdrio de Tecnologia de Cosméticos UNIFAL-MG (2021).
Legenda: a) Sistema PEGSPANTWEEN+ ativos: Tensao versus gradiente de cisalhamento;
b) Sistema PEGSPANTWEEN + ativos:Viscosidade versus gradiente de cisalhamento.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que em todos os sistemas selecionados

a viscosidade se manteve constante ao longo do gradiente de cisalhamento, apresentando com

fluxo newtoniano. O sistema final contendo os ativos cosméticos apresenta baixa viscosidade,

a qual ¢ requerida para o tipo de formulacao proposta (aplicagao em gotas). A Tabela 6 ilustra

os valores de viscosidade de todos os sistemas caracterizados.



72

Tabela 6 - Viscosidade dos sistemas selecionados

Diagrama Sistema Viscosidade (cP)

1 PEG 20,1+0,1

2 PEGSPANS5-1 18,7+0,1

2 PEGSPANSS5-2 29,9+0,18

4 PEGSILICONE-1 71,62 £ 0,39

4 PEGSILICONE-2 370,4+43

4 PEGSILICONE-3 65,7+0,8

5 PEGSPANTWEEN-1 34,5+0,14

5 PEGSPANTWEEN-2 44,5+0,15

5 PEGSPANTWEEN-2 + ativos 6,87 + 0,028

Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2021).

5.2.6 Sele¢io do sistema nanodisperso para o desenvolvimento do produto

De acordo com as avaliagdes de pré-estabilidade e caracterizagdo fisico-quimica dos
sistemas liquidos transparentes obtidos no desenvolvimento dos diagramas de fases,
selecionou-se, do diagrama 5, o sistema PEGSPANTWEEN-2 por possuir maior contetido
aquoso e menor viscosidade para o desenvolvimento do produto cosmético e avaliagdo da
estabilidade acelerada.

O sistema selecionado (PEGSPANTWEEN-2) indicou as seguintes caracteristicas:
tamanho da goticula 16,00 £ 0,065 nm; PdI 0,077 + 0,007; condutividade 95,00 + 1uS/cm;
potencial zeta (-) 4,86 = 2 mV; pH 3,77 + 0,015; viscosidade 44,28 + 0,134 cP. Neste sistema,
adicionou-se os ativos cosméticos nas concentracdes de 5% para o Belides®, 2% para a
nicotinamida e 0,5% para o alfabisabolol. Apds a incorporagdo dos ativos cosméticos, a
formulagdo indicou os seguintes valores de caracterizagdo: tamanho da goticula 14,63 £+ 0,036
nm; PdI 0,064 + 0,004; condutividade 127,00 = 0,58 uS/cm; potencial zeta (-) 8,19 mV + 2,86;
pH 4,84 £ 0,01; viscosidade 6,82 cP £ 0,026.

Apo6s o desenvolvimento do produto cosmético e avaliagao da estabilidade acelerada,
realizou-se o deposito de pedido de patente no Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI) sob o n® BR 10 20230028969 (Leite et al., 2023). A Figura 32 mostra o sistema final

desenvolvido com e sem a presenca dos ativos.
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2022).
Legenda: a) Tensoativos: PEG-40/Span 80/Tween 20 18%;

FO: Cetiol Ultimate/ Cetiol CC 2%;

Ativos: Belides® 5%; nicotinamida 2%, alfabisabolol 0,5%;

FA: 4gua em quantidade suficiente para 100%;

b) Tensoativos: PEG-40/Span 80/Tween 20; 18%;
FO: Cetiol Ultimate/ Cetiol CC 2%;
FA: agua em 80%.

As caracteristicas da formulacdo cosmética como baixa viscosidade, grande contetido
aquoso, aliado ao tipo de sistema (microemulsionado), permitem que o cosmético seja utilizado
como um sérum para aplica¢do (em gotas) na face (Figura 33). De acordo com a literatura, a
formulacao sérum ¢ capaz de atingir as camadas profundas da pele e entregar os ativos
(Budiasih et al., 2018). Além disso, o veiculo sérum oferece secagem mais rapida e apropriada

viscosidade, o que facilita a aplicacdo (Bonilha; Campos; Costa, 2020).

Figura — 33 Produto na embalagem conta-gotas

Fonte: Laboratorio de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2022).
Legenda: a) Sistema microemulsionado sem os ativos cosméticos;
b) Sistema microemulsionado com os ativos cosméticos.
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5.3 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR LC-MS/MS PARA A
QUANTIFICACAO DE NICOTINAMIDA E APIGENINA-7-O-GLICOSIDEO

Para a otimizagao do método analitico, ao selecionar os solventes para a composicao da
fase orgéanica, bem como para o preparo das amostras, notou-se que a nicotinamida reagiu
diferentemente aos dois tipos de solventes avaliados. O padrao de nicotinamida diluido a 1
mg/L em acetonitrila resultou em area cinco vezes menor em rela¢do a diluigdo em metanol.
Por outro lado, nenhuma diferenca de sinal foi observada para apigenina-7-O-glicosideo,
quando preparada em metanol ou acetonitrila. Assim, o solvente metanol foi selecionado para
a dilui¢do das amostras, bem como para compor a fase organica. O 4cido formico foi escolhido
para constituir a fase aquosa, pois colabora com a ionizagdo dos ions (Wang et al., 2010).

Apos varios testes entre as proporgdes de fase organica e fase aquosa, escolheu-se a fase
composta por metanol/solu¢do de 4cido férmico 0,1%, na propor¢do de 92:8 (v/v),
respectivamente, pois esta foi a fase que resultou na melhor defini¢do dos picos. Avaliou-se
também o desempenho na elui¢do dos analitos sob os fluxos de 0,30; 0,35 e 0,40 mL/min

(Tabela 7).

Tabela 7 - Compara¢ado da area e intensidade do sinal pela varia¢do do fluxo

Fase Fluxo Intensidade Area
Movel mL/min
92:8 apigenina-7-O-glicosideo  nicotinamida apigenina-7-O-glicosideo  nicotinamida
metanol/ac 0,30 127.524 134.039 4.029.805 2.901.984
. férmico
0.1% 0,35 127.005 98.485 4.025.788 2.154.826
0,40 118.671 85.371 3.791.460 1.863.800

Fonte: Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL-MG (2021).

Conforme visto na Tabela 7, o fluxo de 0,3 mL/min resultou em maior intensidade de
sinal e maior area para ambos os analitos.

O ion precursor da nicotinamida (123 m/z) fragmentou-se principalmente em 80 m/z
(correspondente a molécula de piridina), devido a quebra na regido da carbonila (Catz et al.,
2005). O tempo de retengdo (TR) foi de 7,10 minutos, sendo que o ion responsavel pela
quantificacdo desse analito foi o de razdo massa carga 80 m/z, ja que resulta em maior

intensidade de sinal.
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O TR do analito apigenina-7-O-glicosideo foi de 6,87 minutos. A quantificacdo foi
realizada pelo monitoramento do fragmento mais intenso de razdo massa carga (268,10 m/z).
O ion precursor 431,38 m/z da apigenina-7-O-glicosideo foi fragmentado em diferentes
energias de colisao na otimizagdo pelo equipamento. O fragmento de razdo massa carga 269,10
m/z, obtido pela energia de 27 eV, pode ser atribuido a remocao do residuo de glicose (Yasir;

Sultana; Anwar, 2018).

54 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR GC-MS PARA A
QUANTIFICACAO DE ALFABISABOLOL

O método analitico para o alfabisabolol foi otimizado quanto ao fluxo de gas hélio
(como fase modvel), temperatura de injecdo da amostra e temperatura do forno. A ionizacao da
molécula foi realizada por meio do impacto de elétrons em 70 eV. O solvente acetonitrila foi o
escolhido para o preparo dos padrdes e das amostras, pois proporcionou em melhor definigdo
do pico. O ion precursor do alfabisabolol originou o fragmento 119, que € o responsavel pela

sua quantificacdo. O Tempo de Retencdo (TR) do alfabisabolol foi de 2,21 minutos.

5.5 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Para a validagao dos trés métodos desenvolvidos para a quantificacdo dos ativos,
avaliou-se os parametros de seletividade (Figuras 34, 36 e 38), linearidade (Figuras 35, 37 e
39), precisdo, exatiddo, limites de detec¢do e quantificacdo, para os ativos nicotinamida,

apigenina-7-O-glicosideoe alfabisabolol.

5.5.1 Nicotinamida

A seletividade do método analitico foi comprovada pela auséncia de sinal no tempo de
retencdo do analito. A Figura 34 demonstra que a resposta analitica ¢ exclusivamente do

analito.
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Figura 34 — Cromatograma do branco de nicotinamida
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Fonte: Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL-MG (2022).

A linearidade foi verificada através das respostas analiticas diretamente proporcionais
as concentragdes do analito (Ferreira; Oliveira, 2020) com coeficiente de correlacao de 0,999,

conforme a Figura 35.

Pela andlise estatistica comprovou-se a homoscedasticidade dos dados com o teste

estatistico de Breusch-Pagan com p-valor =0,4734.

Figura 35 - Curva analitica da nicotinamida faixa de 5 — 60 mg/L
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Fonte: Laboratdrio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL-MG (2022).

A precisao do método foi avaliada pelo calculo do desvio padrao relativo. Para a
concentragdo de 5 mg/L, obteve-se o valor de 10 %, ja para 20 mg/L, o valor foi de 0,6% e para

a concentracao de 60 mg/L, o valor foi de 1,39 %.
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A exatidao foi calculada pelo valor de recuperagdo do analito com relacdo ao valor
encontrado experimentalmente e o valor tedrico. Para a concentragao de 5 mg/L, o valor foi de
112,6 %, ja para a concentragdo 20 mg/L, obteve-se o valor de recuperagdo de 98,2% e para a
concentracao de 60 mg/L, o valor foi de 99,3%.

O limite de detec¢do (LD) calculado foi 2,08 mg/L e o de quantificacdo (LQ) foi

definindo em 5 mg/L, pois esta foi a menor concentracdo em que houve precisdo e exatidao.

5.5.2 Apigenina-7-O-glicosideo

A seletividade do método para foi comprovada pela auséncia de sinal analitico no tempo
de retencdo do analito. A Figura 36, ilustra que o sinal analitico ¢ somente da molécula de

apigenina-7-0O-glicosideo.

Figura 36 — Cromatograma do branco apigenina-7-O-glicosideo
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Fonte: Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL-MG (2022).

A linearidade foi comprovada através do coeficiente de correlagdo obtido (r: 0,999),

conforme Figura 37.
A homoscedasticidade dos dados foi confirmada pelo teste estatistico de Breusch-Pagan

com p-valor = 0,5142.
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Figura - 37 Curva analitica apigenina-7-O-glicosideo, faixa 0,2 — 2,2 mg/L
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Fonte: Laboratério de Analise de Toxicantes e FArmacos, UNIFAL-MG (2022).

A precisao do método foi avaliada pelo desvio padrao relativo. Os valores obtidos foram
de 2,6; 0,9 e 1,1% para as concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,2 mg/L, respectivamente.

A exatidao foi calculada pela recuperacio do analito. Obteve-se valores de 112,3; 96,2
€ 99,4% para os padroes de 0,5; 1,0 e 2,2 mg/L, respectivamente.

O limite de deteccao (LD) foi de 0,1058 mg/mL. O limite de quantificacao (LQ) foi
determinado em 0,50 mg/L, sendo esta, a menor concentragdo em que houve precisdo e

exatidao.

5.5.3 Alfabisabolol

A seletividade do método foi evidenciada pela auséncia de sinal analitico no tempo de
retencao do analito alfabisabolol. A Figura 38, elucida que o sinal analitico ¢ apenas do analito

alfabisabolol.
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Figura 38 — Cromatograma do branco do alfabisabolol
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Fonte: Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos, Unifal MG (2022).

A linearidade foi comprovada através do coeficiente de correlagdo obtido (r: 0,999),

conforme a Figura 39.
Os dados foram considerados homocedasticos pelo teste estatistico de Breusch-Pagan

com p-valor = 0,6941.

Figura 39 — Curva analitica do alfabisabolol, faixa de 10 — 100 mg/L
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Fonte: Laboratorio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL MG (2022).

A precisdo do método foi avaliada pelo calculo do desvio padrao relativo, com valores
de 14,6; 3,8 e 10,8 % para as concentragdes de 10; 40 e 100 mg/L, respectivamente.

A exatidao foi calculada como valor de recuperacao do analito, sendo de 87,4; 102,7 ¢
100,1% para os padroes de 10; 40 e 100 mg/L, respectivamente.

O limite de detec¢ao (LD) calculado foi de 2,31 mg/L. O limite de quantificacdo foi

definindo em 7 mg/L (menor concentracdo em que houve precisdo e exatidao).
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5.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE ACELERADA DO SISTEMA SELECIONADO
PARA FORMULACAO FINAL

As amostras submetidas ao estudo de estabilidade acelerada por 90 dias foram

analisadas quanto aos parametros macroscopicos e fisico-quimicos (ANVISA, 2004).

5.6.1 Avaliacao macroscépica

Nao ocorreu alteragdo na coloragdo, no odor ou no aspecto ao longo do tempo do estudo.
Nao houve separacao de fases e nem precipitag@o nas trés condigdes de temperatura. O produto

mostrou-se estavel na avaliagdo macroscopica.

5.6.2 Avaliag¢ao fisico-quimica

5.6.2.1 Tamanho de goticula e indice de polidispersao (PdI)

O tamanho das goticulas do sistema submetido ao estudo de estabilidade acelerada
manteve-se estavel nas diferentes condi¢cdes de temperatura (Figura 40a). O valor médio
inicialmente encontrado foi de 15,52 + 0,032 nm. Na analise do dia 90 (final do estudo) os
valores médios de tamanho foram os seguintes: 16,64 + 0,23 nm; 14,64 £ 0,22 nm ¢ 16,36 +
0,08 nm para as temperaturas de 5, 25 e 40 °C, respectivamente.

A andlise do indice de polidispersdo no dia zero do estudo indicou valor médio de 0,052
+ 0,007 mostrando uniforme polidispersdo na populacao de goticulas (Danaei et al., 2018). Os
valores médios do PdI na anélise do dia 90 foram os seguintes para as temperaturas de 5, 25 e
40 °C, respectivamente: 0,06 £ 0,006; 0,08 + 0,007 e 0,065 £ 0,005. O PdI manteve-se baixo,
menor que 0,1, durante os 90 dias (Figura 40b). Conclui-se que o sistema final se manteve

estavel ao longo de todo o estudo de estabilidade.
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Figura 40 - Avalia¢ao do tamanho da goticula e PdI no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica, UNIFAL-MG (2022).
Legenda: a) Grafico do tamanho da goticula em 5, 25 e 40 °C, entre zero até 90 dias;
b) Grafico do Pdl em 5, 25 e 40°C, entre zero até 90 dias.

5.6.2.2 Potencial zeta e condutividade

Pela andlise do grafico da Figura 41a, percebe-se que o valor da condutividade ndo
sofreu variacdo, indicando que ndo houve alteragdo estrutural na fase externa do sistema
microemulsionado. O valor médio da condutividade no dia zero foi de 112 = 1 uS/cm, enquanto
na analise do dia 90, os valores foram 130,3 + 1,52 uS/cm; 128,6 +£ 0,57 uS/cm e 137,6 = 1,52
uS/cm para as temperaturas de 5, 25 e 40 °C, respectivamente.

O potencial zeta manteve-se estavel com valor diferente de zero e com cargas negativas
(Figura 41b), porém o sistema ¢ termodinamicamente estavel e ndo depende do potencial zeta
para se manter estavel. O valor médio do potencial zeta no dia zero foi de (-) 6,57 £ 0,99 mV,
enquanto na andlise do dia 90, os valores foram os seguintes para as temperaturas de 5, 25 e 40

°C, respectivamente: (-) 5,58 £ 1,29 mV; (-) 5,32 +£2,7mV e (-) 5,77 £ 0,52 mV.



82

Figura 41- Condutividade e do potencial zeta no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica, UNIFAL-MG (2022).
Legenda: a: Grafico da Condutividade em 5, 25 e 40 °C, entre zero até 90 dias;
b: Grafico do Potencial zeta em 5, 25 e 40 °C, entre zero até 90 dias.

5.6.2.3 Viscosidade e pH

A viscosidade dos sistemas analisados manteve-se estavel durante o estudo de
estabilidade acelerada, confirmando a estabilidade da formulacdo. Inicialmente o sistema
apresentou valor de viscosidade igual a 6,99 + 0,023 cP (Figura 42a). Os valores da analise final
(dia 90) foram os seguintes paras as temperaturas de 5, 25 e 40 °C, respectivamente: 6,9 = 0,03
cP;7,2+0,19cPe7,0+0,03 cP.

O valor de pH manteve-se praticamente constante ao longo do estudo nas diferentes
condigdes de temperatura (Figura 42b). Primeiramente o sistema apresentou valor médio de
4,83 £ 0,02, chegando nos seguintes valores na andlise final para as temperaturas de 5, 25 e 40

°C, respectivamente: 4,85 £+ 0,02; 4,82 + 0,02; 4,88 £ 0,01.
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Figura 42 - Viscosidade e do pH no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, UNIFAL-MG (2022).
Legenda: (a): Grafico da viscosidade 5, 25 e 40 °C, entre zero até 90 dias;
(b): Grafico do pH em 5, 25 e 40 °C, entre zero até 90 dias.

5.6.3 Teor dos ativos cosméticos

5.6.3.1 Nicotinamida

A nicotinamida ¢ a forma amida da vitamina B3 que ao sofrer hidrélise se converte na
forma acida: &cido nicotinico. Ao longo do estudo, o valor do pH da formulacdo manteve-se
estavel nas trés condi¢des de armazenamento (Figura 42b), sugerindo estabilidade da molécula
de nicotinamida frente a hidrolise (Kamanna; Ganji; Kashyap, 2009). A avaliagdo das amostras
em estabilidade ndo indicou alteracdo macroscéopica. Nao houve formacao de precipitados ou
alteracdo de viscosidade e coloracdao. Pela observacao da Figura 43, verifica-se que a
concentra¢do de nicotinamida se manteve estavel nas trés condi¢gdes de armazenamento durante

o estudo de estabilidade.
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Figura 43— Avaliagdo do teor de nicotinamida no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratdrio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL MG (2022).

5.6.3.2 Apigenina-7-O-glicosideo

As amostras de estabilidade nao demonstraram alteragcdes macroscépicas € nem fisico-
quimicas. Pela Figura 44, verifica-se que a concentracdo de apigenina-7-O-glicosideo se

manteve estavel durante o estudo de estabilidade.

Figura 44 — Teor de apigenia-7-glicosideo no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratdrio de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL MG (2022).



5.6.3.3 Alfabisabolol

85

Todas as amostras submetidas ao estudo de estabilidade acelerada mostraram-se

estaveis com relacao ao teor de alfabisabolol nas trés condigdes de temperatura, ao longo dos

90 dias conforme apresentado na Figura 45.

Figura 45 — Teor de alfabisabolol no estudo de estabilidade
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Fonte: Laboratério de Analise de Toxicantes e Farmacos, UNIFAL MG (2022).
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5.7 ESTUDO DA PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

As quantidades permeadas dos ativos cosméticos nicotinamida e apigenina-7-O-

glicosideo sdo demonstrados na Tabela 8 e Figura 46. A quantificacdo do ativo cosmético

alfabisabolol ndo pdde ser realizada, ja que o equipamento responsavel pela sua analise (CG-

MS) estava em manutengao.

Tabela 8 - Quantidade permeada dos ativos cosméticos

Tempo (h)

0,5
1

2
3
4
5

6

Nicotinamida

Apigenina-7-O-glicosideo

ug /cm?

0,67
0,87
1,34
2,32
41

6,2

11,0

%
0,029
0,038
0,059
0,1
0,18
0,27
0,48

pg /cm?
0,0073
0,013
0,014
0,017
0,017
0,019
0,021

%
0,000139
0,000247
0,000266
0,000323
0,000323
0,000362

0,0004

Fonte: Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, UNIFAL MG (2022).
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Os resultados obtidos pela permeacdo cutanea in vitro sugere que formulacao ¢ segura
para aplicacdo tdpica, uma vez que a proporcao dos ativos cosméticos que foi permeada para o
compartimento receptor ¢ da ordem de pg /cm? (Tabela 8), o que caracteriza apenas o efeito
topico almejado para um produto cosmético. Portanto, a formulagdo cosmética foi considerada

segura por este experimento.

Figura 46: Perfil de permeacgao cutanea dos ativos
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104 —e— Apigenina-7-glicosideo
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Fonte: Laboratério de Tecnologia de Cosméticos, UNIFAL-MG (2022).

Pelo tape stripping nao se detectou ativos no estrato corneo, indicando que as moléculas

ativas nao ficaram retidas, e sim, puderam ser difundidas pelas camadas da epiderme.

5.8 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Ensaios in vitro foram realizados com fibroblastos. Essas células sdo fundamentais pois
sdo responsaveis pela produgao de novas moléculas de matriz extracelular na pele, em especial,
colageno. Fibroblastos da linhagem L1929 foram testados frente ao sistema nanodisperso com e
sem os ativos cosméticos, bem como cada um dos ativos cosméticos, separadamente, para a
determinagdo da viabilidade celular, pelo ensaio de redu¢do de MTT apds 48h de exposi¢ao

(Figura 47).
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Figura 47 - Placa do estudo de viabilidade celular

Meio de cultura 0,02% 0,01% 0,005% 0,0025% 0,02% 0,01% 0,005% 0,0025%

Alfabisabolol
0,02% 0,01% 0,005% 0,0025% Sist.Total diluido 60X H,0 Sist. Branco diluido 60X H,0

Fonte: Laboratério de Cultura de Células, UNIFAL-MG (2023).

A anélise estatistica demonstrou que as concentragdes de alfabisabolol (em 0,02 e
0,01%) e do sistema nanodisperso (com e sem os ativos) nas diluicdes de 60 e 120x sdo
estatisticamente diferentes do controle, pois nestas concentragdes houve reducao da viabilidade
celular. Ja os ativos Belides® e nicotinamida, em todas as concentracdes testadas, ndo
apresentaram reducao de viabilidade celular, assim como o sistema nanodisperso (com e sem
os ativos) nas dilui¢des de 240 e 480x. Estes resultados podem ser mais bem visualizados pela

Figura 48.
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Figura 48: Gréfico da viabilidade celular
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Fonte: Laboratdrio de Cultura de Células, UNIFAL-MG (2023).
Legenda: Controle: meio de cultura DEMEM; Be: Belides® em 4agua;
Nic: nicotinamida em agua; Alfa: alfabisabolol em sistema diluido 50x;
ST: Sistema total com todos os ativos nas dilui¢des: 60, 120, 240 ¢ 480x;
Sbco: Sistema sem os ativos cosméticos nas dilui¢des: 60, 120, 240 e 480x.
*diferenca significativa com o controle (p < 0,05) teste de Dunnett.
De acordo com este estudo in vitro, pode-se concluir que o sistema cosmético
nanodisperso desenvolvido contendo Belides®, nicotinamida e alfabisabolol ¢ seguro para a

utilizagdo topica, pois manteve as células vidveis.

6 DISCUSSAO

O melasma ¢ uma dermatose adquirida de dificil controle que altera inesteticamente a
imagem individual sendo capaz de causar transtornos psicossociais que afetam a qualidade de
vida dos pacientes privando-os, muitas vezes, de atividades sociais e de lazer, pois resulta em
baixa autoestima e constrangimento, uma vez que a aparéncia do individuo pode refletir seu
estado emocional (Jiang et al., 2018; Misery et al., 2010).

ApoOs a exposi¢ao solar, substincias sdo liberadas pelos queratindcitos como um
mecanismo de defesa, com o intuito de proteger o material genético. Tais substancias, como
peptideos, fatores de crescimento, citocinas e 6xido nitrico, por exemplo, ativam a sintese de
melanina, que envolve a participacdo da enzima tirosinase, denominada também de tirosina

hidroxilase, dopa-oxidase e DHI oxidase (Bolognia; Jorizzo; Schaffer, 2017). H4 também a
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atuacdo das enzimas: tirosinase relacionada a proteina 1 (TRP-1) e tirosinase relacionada a
proteina 2 (TRP-2/DCT - dopacromo tautomerase). As enzimas relacionadas a proteina P (TRP-
1 e TRP-2) fortalecem a agdo da tirosinase para sua ativagado e estabiliza¢do, bem como na
fabricagdo dos melanossomos (Videira; Moura; Magina, 2013). Apds ser produzida no reticulo
endoplasmatico rugoso do melandcito, a tirosinase ¢ secretada para o aparelho de golgi e
enviada para o melanossomo pela proteina transportadora P associada @ membrana (MATP)
(Costin; Hearing, 2007). A MATP ¢ a responsavel por conduzir as enzimas melanogénicas, a
glicoproteina Pmel 17 (e qualquer outra substancia requerida na sintese) para o interior dos
melanossomos (Videira; Moura; Magina, 2013).

A tirosinase ¢ uma glicoproteina inserida em trés diferentes por¢des do melanossomo:
interior, citoplasma e transmembrana (Gillbro; Olsson, 2011). A glicoproteina pré-
melanossomica, Pmel 17, presente nos melanossomos, ¢ essencial para sua biogénese, pois
organiza uma matriz fibrilar (filamentos paralelos de fibrila) necessaria a deposi¢do de melanina
(Dean; Lee, 2020). Ao inibir a acdo da Pmel 17, os melanossomos ndo chegardo até os
queratinocitos, diminuindo a pigmentagao da pele. Para o completo processo melanogénico, o
melanossomo precisa exibir alto contetido de melanina, e para isso, ele deve percorrer quatro
etapas de intenso metabolismo enzimatico com envolvimento de ions, aminoacidos e proteinas.
Na etapa 1, a organela ¢ arredondada sem a presenca de melanina; na etapa 2 ha presenga de
filamentos proteicos com baixo depdsito de melanina, mas intensa atividade enzimadtica; na
etapa 3 ocorre média deposi¢ao de melanina sobre os filamentos proteicos e alta atividade
enzimatica; finalmente, na etapa 4, ha alto contetido melanico e redugdo na atividade enzimatica
(Miot et al., 2009). No final da etapa 4, os melanossomos dirigirem-se para os prolongamentos
do melandcito (dendritos) para entregar a melanina ao queratindcito.

Durante as etapas de formacdo do pigmento de melanina, hd variacio do pH
intramelanossomal, que possui valores mais baixos no inicio do processo (bomba de prétons),
mas eleva-se nas fases finais. O aumento do pH no interior do melanossomo ¢ importante para
finalizacdo da formacdo dos pigmentos de melanina. A movimentagdo dos melanossomos
ocorre através dos microtubulos sob agdo das proteinas: cinesina e dideina, que se aderem ao
melanossomo, transportando-os (Videira; Moura; Magina, 2013). Logo apos, cada melanossomo
liga-se a um complexo formado pelas proteinas: melanofilina, RAB27A e dinactina. Apds essa

ligacdo, os melanossomos sdo aderidos ao citoesqueleto de actina por agdo da proteina
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citosdlica, miosina Va, estando prontos para a entrega aos queratindcitos (Bolognia; Jorizzo;
Schaffer, 2017).

O fator de transcrigdo associado a microftalmia (MITF) ¢ o principal regulador da
melanogénese. MITF ¢ ativado pela ligagao de a-MSH em MC1-R; endotelina-1 em EDNRB;
pela fosforilagio de CREB (Kondo; Hearing, 2011). A melanogénese ¢ um evento complexo
que pode ser desencadeado por qualquer estimulo recebido pelo melanocito.

Apesar de ndo causar grave dano a satde (Zhang et al., 2019), a hiperpigmentagdo do
melasma € cronica e dificil de ser controlada (Babbush; Babbush; Khachemoune, 2020). A
mudanga na tonalidade da pele, em areas especificas, pode provocar alteragdo desfigurante na
fisionomia (Zhu et al., 2022). Por isso, o desenvolvimento de uma formulagdo eficaz e segura
para o controle da hiperpigmentagcdo do melasma ¢ indispensavel.

A dificuldade em se obter resultados satisfatérios no controle da hiperpigmentacao
deve-se, principalmente, a complexidade na formacdo dos pigmentos de melanina. O
melandcito responde para todo estimulo recebido seja ele quimico, fisico ou mecanico. Além
disso, ha o envolvimento de inimeros estimulos e vias de regulacao (Videira; Moura; Magina,
2013). Ainda, o melandcito encontra-se protegido pelo estrato corneo a agdo dos ativos quando
veiculados em formulagdes comuns. O conhecimento a respeito dos inumeros fatores que
determinam a sintese de melanina, aliado ao desenvolvimento de formula¢des que permitam a
entrega na epiderme viavel (Gupta et al., 2022) propicia a elaboragdo de produtos capazes de
conduzir (eficazmente) os ativos em locais especificos da rota melanogénica e controle da
melanogénese.

Por isso, a ciéncia cosmética possui grande interesse em desenvolver produtos eficazes
para controlar o excesso na producdo dos pigmentos de melanina (Cassiano et al., 2022), ja que
muitos produtos disponiveis podem exercer acdo lenta ou serem ineficazes (Bostan; Cakir,
2023). Muitas substancias de a¢cdo antimelanogénica podem causar sensibilizagdo, irritagao e
inflamacao, colaborando com a piora da lesdo. Portanto, é necessario que a formulagdo para o
tratamento desta alteracdo estética, seja segura e capaz de interferir em varios mecanismos de
sintese do pigmento. Além disso, a formulacdo deve ser de facil aplicagdo (preferencialmente
liquida), ndo comedogénica, ter boa espalhabilidade, ser biocompativel, além de proporcionar
sensorial agradavel ao toque.

Objetivou-se o desenvolvimento de uma formulag@o cosmética com um veiculo baseado

na nanotecnologia contendo ativos seguros de uso diario (ao longo das 24 horas do dia, para
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acdo continua sobre a melanogénese). Portanto selecionou-se ingredientes ativos e adjuvantes
técnicos seguros e nao toxicos. Na sele¢do das substancias ativas cosméticas, considerou-se o
mecanismo de a¢do que cada uma exerceria no controle da melanogénese, assim escolheu-se
para compor a formulacao cosmética trés ativos que podem ser considerados multifuncionais
(Costa, 2012), uma vez que oferecem outros beneficios para a pele, o que ¢ de grande
importancia, pois na lesdo de melasma hé inflamag¢ao e danos na fungao barreira (Wang et al.,
2021). A formulacdo desenvolvida contém uma associagdo de trés ingredientes, tais como
Belides®, nicotinamida e alfabisabolol. O ativo Belides® ¢ um extrato botanico das flores de
Bellis perennis que possui substancias bioativas para o clareamento da pele, como saponinas,
flavonoides e glicosideos (Morikawa et al., 2015). Atua na reducdo da liberagao de endotelina
pelos queratinocitos irradiados por UV, dificulta a interagdo entre o hormonio melanogénico
(a-MSH) ao seu receptor. A nicotinamida exerce agdo clareadora a pele, pois inibe a
transferéncia dos melanossomos para os queratinocitos, atua como antioxidante, previne o
envelhecimento cutaneo com o estimulo da renovacao celular e a sintese de colageno (Bains et
al., 2018). O ativo alfabisabolol atua como emoliente, anti-inflamatério, calmante, suavizante
e clareador por inibir a interacdo do horménio melanogénico ao receptor (Sivamani; Clark,
2016).

O veiculo da formulagdo cosmética ¢ uma microemulsdo que oferece vantagens ao
produto como garantia de solubilizagdo e protecao dos ativos contra hidrolise e oxidagao (Leite,
2009). Além disso, ¢ um sistema liquido termodinamicamente estavel, formado por goticulas
nanométricas que potencializam a a¢ao dos ativos. Para o desenvolvimento da microemulsao
selecionou-se os tensoativos ndo idnicos, que sao os de escolha e mais seguros para aplicacao
topica (Sharma et al., 2015). Primeiramente, selecionou-se o PEG 40 - 6leo de ricino
hidrogenado etoxilado, comercialmente denominado Cremophor® RH 40. Este ¢ um tensoativo
hidrofilico, ndo i6nico e viscoso em temperatura ambiente. Atua também como agente
solubilizante em muitas formulagdes cosméticas e farmacéuticas. Nao € toxico e ndo causa
reacdo alérgica (Rachmawati et al., 2017).

O monolaurato de polietilenoglicol sorbitano, Tween 20, ¢ um tensoativo viscoso, ndo
10nico, hidrofilico, seguro para ser utilizado como aditivo alimentar e como ingrediente técnico
em formulacdes cosméticas e farmacéuticas. Um recente estudo indicou que o Tween 20 ¢
seguro como excipiente para uma formulacdo injetavel, na preparagdo de toxina botulinica

sorotipo A (BoNT/A), em substituicao da albumina sérica humana (HSA) (Kim et al., 2021).
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O oleato de sorbitano, Span 80, ¢ um tensoativo lipofilico, ndo idnico e viscoso. E considerado
como ingrediente seguro para o uso em produtos cosméticos (Fiume et al., 2019). No sistema
em desenvolvimento, o Span 80 estd atuando como cotensoativo, com intuito de reduzir o EHL
total da formulagdo (Sharma et al.,, 2015) e garantir a estabilidade do ativo lipofilico,
alfabisabolol.

A fase oleosa do sistema pode auxiliar na solubilizacdo de principios ativos
lipossoluveis, atuar na espalhabilidade e aumentar o poder de condicionamento da pele, por agir
como um ingrediente de nutricao (Gallerande, 2020). A fase oleosa do sistema ¢ constituida
pela associagdo dos hidrocarbonetos tridecano e undecano (alcanos renovaveis), presentes no
produto comercial Cetiol Ultimate® e pelo éster carbonato de dicaprilil (Cetiol CC®). Estes dois
componentes de fase oleosa oferecem emoliéncia, reposicao da camada lipidica, sensorial
agradavel e toque seco/aveludado (Salimon; Salih; Yousif, 2012). Sdo muito utilizados em
produtos cosméticos para a face, inclusive na composicao de produtos para a protegdo solar e
maquiagens.

Algumas formulacdes cosméticas contém ingredientes nutritivos, como vitaminas,
acidos graxos, peptideos, extratos vegetais e grande quantidade de agua, o que origina um meio
propicio para o crescimento de microrganismos. Portanto, um produto cosmético seguro deve
conter substancias preservantes capazes de inibir a proliferagdo microbiana, bem como inibir a
degradacdo de seus constituintes pela acdo do oxigénio atmosférico (Halla et al., 2018). O
sistema conservante da formula¢ao desenvolvida contém substancias de a¢dao antimicrobiana,
como o fenoxietanol e o caprililglicol, mas conta também com a participagdo de adjuvantes de
acdo sequestrante etilenodiaminotetracético (EDTA), e acdo antioxidante, como o
hidroxitolueno butilado (BHT).

O fenoxietanol ¢ um ingrediente bastante utilizado em formulag¢des cosméticas (Dréno
et al., 2019) constando na lista de conservantes para uso cosmético (Resolucao da Diretoria
Colegiada - RDC n° 528, de 4 de agosto de 2021, (Brasil, 2021). A substancia caprililglicol (1,2
octanodiol) ¢ considerada segura para uso cosmético (Johnson et al., 2012) e atua como um
ingrediente multifuncional, pois oferece acdo emoliente, umectante, exercendo também agao
contra microrganismos. Em um estudo, essa substancia foi capaz de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Candida albicans (Lawan; Kanlayavattanakul; Lourith, 2009). Por ndo ser

considerada como um agente conservante, ndo estd contida na RDC n°® 528 (Brasil, 2021). O
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EDTA ¢ uma molécula com grande capacidade de complexar e quelar metais (Banfi; Salvagno;
Lippi, 2007). O BHT ¢ um antioxidante permitido na fabricagdo de alimentos, medicamentos e
cosméticos (Yehye et al., 2015).

O tamanho da goticula de uma nanodispersao coloidal ¢ um requisito fundamental na
caracterizagcdo da microemulsdo (deve ser inferior a 100 nm) (Costa et al., 2021). As goticulas
nanométricas podem auxiliar na penetracdo e retengdo de substancias ativas de interesse na
epiderme vidvel e até mesmo contribuir para a permeagao a derme (Boonme et al., 2016). As
microemulsdes podem, portanto, transportar as substancias mesmo que nao sejam tao pequenas
(<500 Da) ou que ndo tenham ideal coeficiente de particdo (Szumata; Macierzanka, 2022). Os
cosméticos veiculados em microemulsdo exercem agao elevada na entrega epidérmica, devido
a maior estabilidade dos ativos (Azeem et al., 2008). Os tamanhos de goticulas medidos nos
sistemas dos diagramas de fases 1, 2, 4 e 5 ficaram dentro da faixa nanométrica (entre 16 +
0,065 nm até 33,3 £ 0,16 nm) indicando que os sistemas desenvolvidos se encontravam dentro
faixa granulométrica atualmente aceita para sistemas microemulsionados (inferior a 100 nm)
(Oliveira et al.,2021). O menor tamanho da goticula foi alcangado com os sistemas do diagrama
5 (PEGSPANTWEEN- 2: 16 = 0,065 nm). Isso pode ser justificado pelo aumento na
concentracgdo de tensoativos e pela menor proporc¢ao de fase oleosa (Hadnadev ef al., 2013).

A avaliagdo do indice de polidispersdo (PdI) indica 0 modo em que as goticulas estdo
distribuidas com relagdo ao tamanho. Os valores baixos de PdI (abaixo de 0,3) indicam boa
distribuicao das goticulas, sendo que valores abaixo de 0,05 indicam monodispersao (Danaei et
al.,2018). Houve valores distintos de PdI entre os sistemas analisados, mas todos os sistemas
avaliados dos diagramas 1, 2, 4 e 5 apresentaram PdI < 0,2, o que demonstra sistemas com
uniformidade na distribui¢do das goticulas. Com as alteragdes realizadas entre os componentes,
alcancou-se bons resultados de tamanho de goticula e de PdI com os sistemas do diagrama 5
(PEGSPANTWEEN-1: PdI= 0,094 = 0,008 ¢ PEGSPANTWEEN-2: PdI= 0,077 + 0,007),
indicando que o sistema selecionado para a incorporagao dos ativos possui homogeneidade no
tamanho das goticulas.

Os sistemas microemulsionados, assim como os demais sistemas dispersos, sofrem
colisdes aleatérias (movimento browniano) que podem resultar e desestabilizacdo da
formulagdo (Aulton; Taylor, 2016). Portanto a presenga no sistema de tensoativos ndo i6nicos
(como por exemplo, o Tween) pode favorecer a estabilizagdo estérica, uma vez que esses

ingredientes podem adsorver a superficie das goticulas (Aulton; Taylor, 2016).
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A avaliacdo da condutividade dos sistemas em estudo pode indicar a ocorréncia de
mudangas estruturais na fase externa do sistema microemulsionado. O valor da condutividade
dos sistemas do Diagrama 5, que continham, cada um, 80% de fase aquosa
(PEGSPANTWEEN-1 e PEGSPANTWEEN-2) apresentaram, respectivamente, valores de 100
+ 0,57 uS/cm e 95,5 + 0,5 uS/cm, sugerindo a formagao de sistema 6leo-em-agua.

O valor do pH da formulacao deve ser acompanhado ao longo do desenvolvimento do
produto, pois variacdes podem indicar alteragdes na formulagdo, como degradacao dos
ingredientes pelo crescimento de microrganismos. Além disso, o pH de uma formulagao para a
pele deve ser biocompativel (4 < pH < 6) (Proksch, 2018). O pH adequado contribui para a
manuten¢do do manto hidrolipidico garantindo a fung¢do barreira. O aumento no valor do pH
do estrato corneo pode danificar a funcdo barreira por diminuir a sintese de ceramidas (Ali;
Yosipovitch, 2013). Além disso, a elevagdao do pH resulta em inflamagdo, bem como
proliferacdo de microrganismos patogénicos. Formulagdes apresentando valor de pH em torno
de 4, contribui com a conservagdo antimicrobiana (Halla et al., 2018). Um produto
apresentando valor de pH < 5 pode colaborar no controle da hiperpigmentacdao, pois na
melanogéneses, a principal enzima (tirosinase) que converte o substrato L-tirosina em
melanina, tem seu 6timo de atividade em pH > 7,4 (Wakamatsu; Zippin; Ito, 2021).

Os sistemas avaliados dos diagramas 1, 2 e 4 apresentaram sistemas com valores de pH
entre 5,48 e 6,02, confirmando valor seguro para utiliza¢do na face. No entanto, o diagrama de
fases 5 originou sistemas com pH abaixo de 4 (3,79 + 0,006 e 3,77 = 0,005 para os sistemas
PEGSPANTWEEN-1 e PEGSPANTWEEN-2, respectivamente). Contudo, ao adicionar os trés
ativos cosméticos (Belides®, nicotinamida e alfabisabolol) o valor do pH atingiu valor de 4,84
+ 0,01 alcangando a faixa ideal para o estrato cérneo (Proksch, 2018). Portanto, o sistema final
completo (com os ativos) possui pH biocompativel com o estrato corneo.

Uma microemulsao oOleo-em-dgua oferece propriedades reoldgicas adequadas a
concepg¢do de um sérum. Além disso, sistemas 6leo-em-agua sao mais leves e adequados a face.
Dentre as particularidades da microemulsdo, a baixa viscosidade facilita a aplicagdo do produto
e a penetracao cutanea (Alkrad; Mrestani; Neubert, 2016). O comportamento newtoniano de
um sistema aliado a maior fluidez permite que a formulacdo seja extraida da embalagem
facilmente (Acharya; Hartley, 2012). Todos os sistemas analisados dos diagramas 1, 2,4 e 5
apresentaram fluxo tendendo ao newtoniano, pois a viscosidade se manteve praticamente

constante com o aumento da taxa de cisalhamento. Observando os graficos da viscosidade em
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funcao do gradiente de cisalhamento, nota-se que em todos os sistemas houve tendéncia linear,
j& que os sistemas apresentaram valores constantes de viscosidade e fluxo newtoniano,
conforme previsto para um sistema microemulsionado (Sisak; Daik; Ramli, 2017).

Uma formulacdo cosmética que ofereca um sensorial agradavel durante e apds sua
aplicacdo na pele possui atributos para maior aceitabilidade e garantia de uso. As caracteristicas
individuais de cada um dos ingredientes presentes na formulagcao podem determinar o sensorial
final. Uma boa espalhabilidade pode ser alcancada pela utilizacao de ingredientes emolientes,
tais como os Oleos vegetais, o silicone e os ésteres (Savary; Grisel; Picard, 2013). A
espalhabilidade e o tempo de secagem sdo qualidades que podem impactar no sensorial final,
pois indicam a facilidade da aplicagdo do produto, bem como a sensa¢do proporcionada apds a
aplicacgdo.

ApoOs a caracterizagdao fisico-quimica dos sistemas selecionados, escolheu-se do
diagrama 5 (para o desenvolvimento do produto cosmético), o sistema PEGSPANTWEEN-2,
que se mostrou um sistema transparente e de baixa viscosidade. O sistema PEGSPANTWEEN-
2 (composto por 18% de tensoativos, 2% de fase oleosa e 80% de fase aquosa) proporcionou
adequada espalhabilidade, secagem rapida e toque seco/macio. De acordo com (Costa ef al.,
2021), a incorporagdo de ativos botanicos em sistemas microemulsionados normalmente pode
alterar a cor e o odor dos cosméticos. Apds a incorporagdo dos ativos o sistema adquiriu
coloracdo levemente amarelada e odor caracteristico do extrato de Bellis perennis, porém
manteve a transparéncia caracteristica de uma microemulsao (Leite, 2009).

O carregamento do sistema com os ativos cosméticos nao modificou o tamanho das
goticulas. De acordo com a andlise estatistica realizada pelo teste de Wilcoxon Mann-Whitney,
ndo houve diferenca, ao nivel de 95% de confianga, entre as médias de tamanho das goticulas
do sistema sem os ativos € com o carregamento dos ativos (p-valor = 0,1). Nao houve também
alteracdo na ordenacao das gotas dispersas, pois o valor do indice de polidispersao manteve-se
menor que 0,1, indicando que a populacdo de goticulas se encontra em equilibrio (Danaei ef al.,
2018).

A formulacao desenvolvida contém trés substancias ativas, que foram associadas para
a promoc¢ao de uma acgdo sinérgica no controle do melasma. Duas das substancias ativas
apresentam carater hidrofilico (nicotinamida e apigenina-7-O-glicosideo) e uma de carater
lipofilico (alfabisabolol). Diante disso, para o desenvolvimento do método, foi necessaria a

utilizagao do espectrometro de massas acoplado a cromatografia liquida (para os compostos
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hidrofilicos) e do espectrometro de massas acoplado a cromatografia gasosa para o composto
lipofilico. Para cada um dos analitos, estudou-se o comportamento em diferentes solventes,
sendo que, para o preparo dos padrdes, utilizou dois tipos: acetonitrila € metanol, com intuito
de avaliar o comportamento dos analitos com relacao a area alcangada e a intensidade do sinal.
Ao verificar a melhor resolu¢do do pico e maior area, definiu-se o metanol para os analitos
hidrofilicos (nicotinamida e apigenina-7-O-glicosideo), pois este foi favoreceu a ionizacdo da
nicotinamida. A acetonitrila foi escolhida para o preparo do alfabisabolol.

Durante o desenvolvimento do método analitico para o ingrediente ativo Belides®,
elegeu-se (dentre os inimeros compostos bioativos presentes no extrato de Bellis perennis) um
marcador: apigenina-7-O-glicosideo. A sele¢do de um marcador ¢ necesséria, pois os extratos
vegetais sao matrizes complexas formadas por varias classes de compostos bioativos contendo
diferentes arranjos moleculares (substituintes). Essa complexidade dificulta a atribuicdo do
componente ativo a acdo. Logo, a selecdo de um dos componentes (em maior abundancia) no
extrato, viabiliza a avaliacdo do produto no controle de qualidade do extrato vegetal (Souza;
Mello; Lopes, 2012). A molécula de apigenina-7-O-glicosideo ¢ um flavonoide do tipo glicona,
por possuir uma molécula de agucar ligada a hidroxila da posicao 7 (O-heterosideo) (Siatka;
Kasparova, 2010). Estas gliconas estdo presentes nas folhas de Bellis perennis, (Morikawa et
al., 2015). Os flavonoides sdo moléculas bioativas que podem colaborar com a agdo
despigmentante, devido suas propriedades antioxidantes (Mahajan et al., 2022), sendo,
portanto, considerado como um marcador ativo (Simoes et al., 2017).

O método foi desenvolvido e validado para cada um dos ativos. O ensaio de linearidade
demonstrou uma correlacdo entre a area dos padrdes analiticos e as concentragdes, sendo que a
faixa analitica para a nicotinamida foi entre 5 ¢ 60 mg/L, para apigenina-7-O-glicosideo foi
entre 0,2 e 2,2 mg/L e para o alfabisabolol entre 10 e 100 mg/L. Alcangou-se coeficiente de
correlagdo acima de 0,999 para os trés analitos, indicando forte correlagao (Ferreira; Oliveira,
2020).

A andlise estatistica ndo demonstrou desvio da linearidade. Para os trés analito houve
homocedasticidade da variancia. Os limites de detec¢do e quantificacao foram calculados por
meio da curva analitica de cada analito. Os LQs foram 5; 0,5 ¢ 7 mg/L para nicotinamida,
apigenina-7-O-glicosideo e alfabisabolol, respectivamente. A exatiddo foi comprovada pela
recuperacdo dos analitos, sendo que a porcentagem de recuperagdo para a nicotinamida ficou

em 112,6% para a concentracdo de 5 mg/L; 98,18% para a concentracdo de 20 mg/L e 99,3%
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para a concentracdo de 60 mg/L. Para a apigenina-7-O-glicosideo, o valor de recuperagao foi
de 112,3%; 96,2% e 99,4% para as concentracdes de 0,5; 1 e 2,2 mg/L, respectivamente. Para
o alfabisabolol a recuperagdo ficou entre 87,4% (10mg/L); 102,7% (40 mg/L) e 100,1 % (60
mg/L).

A utilizagdo dos espectrometros de massa acoplados a cromatografia liquida (LC-
MS/MS) e a cromatografia gasosa (GC-MS) ofereceu inumeras vantagens para o
desenvolvimento do método, pois o detector de massas permite a quantificacao e a identificagao
inequivoca dos analitos (Silverstein; Webster; Kiemle, 2005). Além disso, a fonte de ionizagao
por eletrospray pode ser utilizada com moléculas labeis e muito soltiveis (Pavia et al., 2010)
como ¢ o caso do extrato vegetal de Belides®, que possui inimeros bioativos (Lim, 2014) e da
nicotinamida que ¢ bastante hidrossoluvel. Entretanto, ndo foi possivel o desenvolvimento de
um método simultaneo para a quantificacdo dos hidrofilicos devido a grande diferenca de
concentragdo entre apigenina-7-O-glicosideo e a nicotinamida na amostra.

A utilizagdo do CG-MS permite o desenvolvimento de um método reprodutivo, seletivo
e sensivel (Beale ef al., 2018) sem a necessidade de consumo de muitos reagentes. Com a
utilizacado do CG-MS, pode-se identificar e quantificar o ativo lipossoluvel, alfabisabolol.
Através dos espectrometros de massa acoplados a cromatografia liquida e gasosa, foi possivel
o desenvolvimento e a validagdo dos métodos para a quantificacdo dos analitos no estudo de
estabilidade e no estudo de permeagdo e retengdo cutanea in vitro.

O sistema cosmético desenvolvido foi considerado estavel pelo estudo de estabilidade
acelerada nas diferentes condi¢des de temperatura. Nao houve perda de teor ou sequer alteracao
nas propriedades fisico-quimicas. Todos os parametros avaliados se mantiveram adequados
para um sistema microemulsionado. A boa resposta na avaliacdo da estabilidade da formulagao
pode estar relacionada com o tipo de veiculo escolhido, uma vez que formulagdes nanodispersas
estabilizados por tensoativos (microemulsdo) protegem as moléculas ativas da degradagao,
previnem altera¢des de pH, bem como promovem aumento de solubilidade de moléculas tanto
polares, quanto apolares. Além disso, o pequeno tamanho das goticulas desses sistemas
colabora para adequada dispersdo, o que previne aglomeracdo, garantindo a estabilidade e
consequente longo tempo de prateleira (Swarbrick, 2007).

A pele de orelha de porco foi utilizada no ensaio da permeagdo cutanea in vitro, pois de
acordo com a literatura, esta ¢ a pele mais adequada para estes estudos (Jonsdottir et al., 2022)

devido a grande semelhanca na composicao lipidica entre os dois tipos de pele, fazendo com
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que esta pele responda de forma semelhante aos experimentos quando comparada a humana
(Godin; Touitou, 2007). Na avaliacdo da permeagdo cutanea in vitro, a formulagdo mostrou-se
segura, pois a quantidade que permeou para a solucao receptora de ambos analitos foi muito
baixa, ndo sugerindo possibilidade de absorcdo sistémica. A avaliacdo por tape stripping
mostrou que os ativos ndo ficaram retidos no estrato corneo indicando que eles puderam se
difundir as camadas da epiderme. O tipo de veiculo do produto cosmético pode facilitar o
alcance dos ativos ao alvo, pois a presenca de tensoativos e €steres podem alterar a fungdo
barreira, agindo como promotores da penetragdo cutdnea (Huh er al, 2022). A baixa
concentragdo de ativos na solucdo receptora, aliada a auséncia de sinal analitico nas analises do
estrato corneo corroboram que os ativos cosméticos alcancaram a epiderme viavel onde se
encontra a cé€lula alvo (melanocito). Isso poderd ser comprovado através da andlise em
microscopio confocal, que evidencia a presenga de moléculas inseridas na pele (Choe;
Lademann; Darvin, 2015). O sistema nanodisperso foi efetivo e permitiu a entrega dos ativos
para as camadas da epiderme viavel.

No estudo da viabilidade celular, além da avaliagcdo dos ativos individuais, analisou-se
também o sistema carregado com os ativos cosméticos € o sistema sem o0s ativos, com intuito
de conferir a viabilidade das células diante dos componentes da formulagdo (tensoativos,
adjuvantes de fase oleosa). Neste estudo, apenas as menores diluigdes (60 e 120x) e as maiores
concentragdes para o ativo alfabisabolol diminuiram a viabilidade celular. Os componentes
bioativos de Bellis perennis protegem as células e aumentam a viabilidade celular por exercem
efeito antioxidante. Um estudo mostrou que o extrato de Bellis perennis foi capaz de prevenir
danos celulares apos a irradiagdo UV A, exercendo acgdo fotoprotetora (Carvalho et al., 2021).
A nicotinamida apresenta acdo antioxidante exercendo beneficios a pele pela diminuicao do
estresse oxidativo (Philips; Khaosaat; Gonzalez, 2015). Através do estudo de viabilidade celular
pode-se concluir que o sistema cosmético desenvolvido contendo Belides® nicotinamida e

alfabisabolol ¢ seguro para a utilizacdo na hiperpigmentacdo de melasma.

7 CONCLUSAO

Com este trabalho, desenvolveu-se um cosmético nanotecnoldgico estavel, composto
por Belides®, nicotinamida e alfabisabolol para o controle do melasma, que ¢ uma hipercromia
adquirida e recorrente. O veiculo cosmético ¢ um sistema microemulsionado que permite que

as moléculas ativas sejam conduzidas até a célula produtora de melanina, controlando a sintese.
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Esse sistema microemulsionado apresenta baixa viscosidade e elevado contetido aquoso;
microestrutura em 6leo-em-agua; transparéncia, goticulas nanométricas e baixa polidispersao.
Estas caracteristicas favorecem a concepc¢ao de uma formulagdo com alta estabilidade, aspecto
elegante e sensorial adequado para aplicagdo na face.

Com o estudo de estabilidade acelerada comprovou-se a estabilidade da formulagdo com
a manutengdo constante de todos os pardmetros analisados diante de trés diferentes condi¢des
de temperatura (5, 25 e 40 °C).

Pelos estudos in vitro de permeacao/retengdo cutanea e viabilidade celular, comprovou-
se a seguranga para uso topico deste cosmético, uma vez ndo houve permeacgao das moléculas
ativas em quantidades importantes, bem como ndo houve diminui¢ao da viabilidade sobre as
células 1929 (fibroblastos), respectivamente. A avaliacdo da penetragdo cutanea por tape
stripping sugeriu que os ativos se difundiram para as camadas da epiderme vidvel, pois nas
analises do estrato corneo (apos permeagdo) ndo se detectou a presenca de ativos. Portanto,
obteve-se um sistema cosmético nanodisperso estavel, biocompativel e de sensorial adequado

para aplicacao na face contendo ativos cosméticos seguros para o controle do melasma.
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