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RESUMO

Anconi, G.L. Aplicacdo de peptideos em cosméticos: desenvolvimento de formulacgoes,
estabilidade e eficacia. 2008, 196 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

O objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento, avaliacdo da estabilidade e da eficacia de
formulagdes cosméticas contendo acetil hexapeptideo-3 (AHP) ou acetil tetrapeptideo-5 (ATP) ou
mistura de di e tripeptideos (DTP).

Para tal, foram desenvolvidas 6 formulagdes a base hidroxietilcelulose (HEC), metilfenil polissiloxano
(MFP) e dlcool batilico e lecitina de soja (ABL) (F1), ou de HEC, MFP, ésteres de polietilenoglicol
com cadeia alquilica com 12 a 20 carbonos (EP) (F2), ou de polimero de acrilatos (PA), MFP e ABL
(F3) ou de PA, MFP ¢ EP (F4), ou de HEC e MFP (F5) ou de PA e MFP (F6), contendo ou nio
(veiculo) 10% de AHP, ou 10% de ATP ou 4% de DTP, as quais foram submetidas a um estudo de
estabilidade fisica por determinag@o da reologia e a uma avalia¢do sensorial. Para o estudo de eficicia
dos peptideos objetos de estudo as formulagées foram aplicadas nos antebracos, na face, na regido dos
olhos e da boca de 60 voluntarias, sendo realizadas medidas do contetiido aquoso do estrato cérneo, da
perda de agua transepidérmica (TEWL), do micro-relevo cutaneo e das propriedades mecanicas da
pele (anisotropia), antes (basal), apds 2 horas da aplicag@o tnica (efeitos imediatos) e apds 15 e 30
dias de uso continuo (efeitos em longo prazo) das formulagdes. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste paramétrico anélise de variancia.

Nos testes de estabilidade fisica, as formula¢des de n™ 1, 2 e 5 foram consideradas as mais estaveis e
as formulacdes de n° 5 e 6 foram as que apresentaram melhor sensorial, sendo, portanto, selecionada a
formulagdo de n® 5 como veiculo para os estudos de eficicia.

Na avaliagdo dos efeitos imediatos na pele, observou-se que as formulagdes estudadas proporcionaram
um aumento significativo no contetido aquoso do estrato corneo dos antebragcos, enquanto que,
somente as formulagdes acrescidas dos peptideos provocaram um aumento significativo neste
contetido na face. Em relagdo ao micro-relevo cutaneo, as formulacdes contendo ou ndo os peptideos
provocaram uma reducdo do pardmetro Se, (aspereza da pele) e R, (rugosidade) nos antebracos e a
formulacdo contendo DTP provocou um efeito imediato significativo no pardmetro Sey, (textura da
pele).

Na avaliagdo dos efeitos em longo prazo, as formulagdes ocasionaram uma diminui¢do significativa na
TEWL e as acrescidas dos peptideos objetos de estudo proporcionaram um aumento significativo no
contetido aquoso do estrato cérneo na regido dos olhos, enquanto que nos antebracos e na regido da
boca todas as formulacdes acrescidas ou ndo dos peptideos ocasionaram um aumento nesse parametro.
Em relacdo ao micro-relevo cutineo, a aplicagc@o das formulagdes contendo os peptideos, na regido da
boca, provocou um aumento significativo nos valores de Sey,. A aplicacdo das formula¢des contendo
os peptideos objeto de estudo, nos antebragos ocasionou uma diminuigdo significativa da anisotropia
da pele.

A formulacdo n°® 5 contendo os peptideos objeto de estudo, apresentou efeitos imediatos na hidratagao,
aspereza, rugosidade e textura da pele e, efeitos em longo prazo, na hidratacdo, textura e anisotropia da
pele, mostrando a importancia do emprego destes peptideos em produtos cosméticos com finalidades
hidratantes e antienvelhecimento.

Palavras chave: Acetil hexapeptideo-3, Acetil tetrapeptideo-5, Di e tripeptideos, Eficdcia, Estabilidade
Fisica.



ABSTRACT

Anconi, G.L. Application of peptides in cosmetics: development of formulations, stability and
efficacy. 2008, 196 p. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirao Preto.

The aim of this study was the development, evaluation of the stability and the efficacy of
cosmetic formulations containing acetyl hexapeptide-3 (AHP), or acetyl tetrapeptide-5 (ATP) or
mixture of di- and peptides (DTP).

For this purpose the 6 following formulations (F) were developed: F1- containing hydroxyethyl
cellulose (HEC), methylphenyl polysiloxane (MPPS), batyl alcohol, and lecithin (BAL); F2- HEC,
MPPS and C12-C20 PEG-8 alkyl ester (AE); F3- acrylate copolymer (AC), MPPS and BAL; F4- AC,
MPPS and AE; F5- HEC and MPPS and F6- AC and MPPS, which were supplemented or not
(vehicle) with 10% of AHP or 10% of ATP or 4% of DTP and submitted to the evaluation of physical
stability by the determination of the rheologic behavior and also to the sensorial analysis.

For clinical efficacy studies, formulations were applied to the volar forearm and to the face skin (eye
corner and cheek region), of 60 female volunteers. Skin conditions in terms of skin moisture,
transepidermal water loss (TEWL), skin mechanical properties (anisotropy) and skin microrelief,
before and after 2 hours (immediate effects) and after 15 and 30-day period of daily application (long
term effects). Results obtained were statistically analyzed using the ANOVA parametric test.

In the rheological study, the formulations number 1, 2, and 5 were considered more stable than the
others. Moreover, the formulations number 5 and 6 showed the best sensorial attributes, and for this
reason the formulation number 5 was selected for the efficacy study.

The evaluation of immediate effects of formulations showed that the application of the formulations
studied in the volar forearm increased the water content of the stratum corneum, while only the
formulations containing the peptides provoked an increased in this content, when face skin was
analyzed. When the volar forearm skin microrelief was analyzed, the application of all the
formulations studied provoked a significant decrease in skin roughness (Se;) and depth of roughness
(Ry), furthermore only the formulation supplemented with the DTP showed a significant increase in the
skin smoothness (Seqy,).

In the evaluation of long term effects, all formulations provoked a significant reduction in TEWL
values and the formulations containing the peptides studied provoked a significant increase in the
water content of the stratum corneum of eye corner; when the volar forearms and the cheek region
were analyzed, all the formulations containing or not the peptides studied, provoked an increase in this
parameter. When the skin microrelief was analyzed, only the formulation supplemented with AHP or
ATP or DTP, provoked a significant increase in the skin smoothness (Sesm), when applied in the
cheek region. The application of formulations containing the peptides studied in the volar forearms
provoked a significant decrease in the skin anisotropy.

The formulation n° 5 (FS5) containing the peptides studied, showed immediate effects on skin
hydration, roughness and smoothness, and also long-term effects on skin hydration, smoothness and
mechanical properties, which demonstrated the importance of the use of these peptides in cosmetic
formulations with hydration and anti-aging purposes.

Keywords: Acetyl hexapeptide-3, Acetyl tetrapeptide-5, Di- and tripeptides, Efficacy, Physical
Stability.



INTRODUCAO

A busca constante da manutencido de uma aparéncia jovem e sauddvel tem favorecido
cada vez mais o crescimento da indudstria cosmética, pois ao lado de uma vida equilibrada e
com bons hébitos alimentares e cotidianos, os cosméticos tém participado como grande aliado
para prevenir, retardar e até mesmo tratar o envelhecimento cutineo precoce ou o
fotoenvelhecimento (MAIA CAMPOS; SILVA, 2002).

O processo de envelhecimento ocorre tanto por causas genéticas, mudangas hormonais
associadas a menopausa (envelhecimento intrinseco), quanto por influéncias ambientais,
como luz solar, vento, umidade, doengas dermatoldgicas, fumo, dlcool, alimentagdo, etc
(fatores extrinsecos) (MARZULLI; MAIBACH, 1996).

Em geral, as alteracdes cutineas decorrentes do envelhecimento sdo evidenciadas por
meio de um ressecamento progressivo, alteracdo do micro-relevo cutdneo e do padrdao de
pigmentagdo, além da redugdo da firmeza e da elasticidade, com o aparecimento de rugas.

Assim, a pele cronoenvelhecida tem como caracteristicas: formacdo de rugas finas,
diminui¢do da renovagdo celular na epiderme, decréscimo de tecido eldstico e perda de
coldgeno na derme, e, no caso do fotoenvelhecimento, ocorre hiperqueratinizagio,
crescimento freqiiente de células pré-cancerosas, producdo de tecido eldstico anormal e perda
pronunciada e degradagdo dos feixes de colageno (PINNEL, 2003).

Embora com um estilo de vida sauddvel, a pele sofre agressdes com as condicdes
ambientais (sol, ar condicionado, polui¢do, clima), assim, o uso de produtos cosméticos ou
dermatolégicos vém tendo um papel fundamental na tentativa de minimizar as conseqiiéncias
do envelhecimento da pele mantendo-a com uma aparéncia jovem e saudavel ou melhorando
0 seu aspecto.

Assim, destacam-se as formulac¢des cosméticas e/ou dermatoldgicas com alto potencial
de hidratacdo cutinea, a base de potentes agentes umectantes e emolientes que protegem a
funcdo barreira da pele, os fotoprotetores e os produtos para prevencio e até mesmo reversio
de alteracdes cutineas relacionadas ao envelhecimento.

Uma vez que o setor cosmético é caracterizado por apresentar grandes investimentos
em inovacdo tecnoldgica, observa-se que o cada ano surge novos produtos contendo
substancias ativas decorrentes de projetos de pesquisa envolvendo equipes multidisciplinares
de universidades e de centros de Pesquisa & Desenvolvimento de empresas cosméticas.
Dentre estes novos ativos, proteinas e peptideos estdo sendo amplamente utilizados em

produtos cosméticos com finalidades hidratantes e antienvelhecimento, sendo que se



destacam o acetil hexapeptideo-3, o acetil tetrapeptideo-5 e a mistura de di e tripeptideos
(proteina hidrolisada do arroz) (PUIG A.; CEBRIAN J.; ALMINANA N.).

Um dos maiores sucessos dentre os procedimentos cirdrgicos realizados para
atenuacdo de rugas faciais € a inje¢do intradérmica da toxina botulinica tipo A, sendo o
Botox® o mais conhecido desses produtos, porém seu uso tem sido limitado em funcio de sua
alta neurotoxicidade (PUIG, 2004). Assim, o acetil hexapeptideo-3, foi resultado de um
programa de desenvolvimento de novos peptideos na tentativa mimetizar a acdo da toxina
botulinica do tipo A, apresentando efeito, in vitro, na inibi¢do da liberacdo de
neurotransmissores da jun¢do neuromuscular e efeitos in vivo, atuando na diminuicdo da
profundidade das rugas na face quando avaliado por anélise topogrifica da pele. (BLANES-
MIRA et al., 2002).

Dentre os peptideos amplamente utilizados em produtos cosméticos, ainda temos a
mistura de di e tripeptideos extraidos do arroz (Orysza sativa), que devido a sua estrutura
otimizada, s@o rapidamente assimildveis e capazes de estimular as fun¢des metabdlicas das
células da pele, bem como estimular a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coldgeno
(tipos III e VII), de fibronectina e integrinas responsdveis pela adesio celular (MOREAU et
al., 2003).

Além dos di, tri e hexapeptideos, os quais apresentam efeitos na redugdo dos sinais do
envelhecimento cutineo, o acetil tetrapeptideo-5 tém sido indicado, ainda, para a reducio de
“bolsas” da regido periocular decorrentes do acumulo de liquidos, devido as suas
propriedades descongestionante e antiedematosa (GARCIA-ANTON; PEREZ; PUIG, 2005),
uma vez que apresentam atividade inibitéria in vitro da enzima conversora de angiostensina
(ECA), responsavel pela producdo de angiostensina II, substancia responsavel pelo aumento
da pressdo arterial e formacgdo de edema.

Para o desenvolvimento de uma formulagdo cosmética estavel, segura e eficaz, é
obrigatério a escolha adequada das matérias-primas que fardo parte da sua composi¢do, ou
seja, estas devem ser compativeis entre si e com as substincias ativas selecionadas para
atender a indicacdo de uso do produto.

Assim quando da Pesquisa & Desenvolvimento de formulacdes cosméticas contendo
os peptideos acima mencionados, varios estudos devem ser realizados visando a obtencao de
produtos estaveis, seguros e eficazes, considerando que, na literatura ainda ha muito poucos
estudos que comprovem a eficicia de tais peptideos nas reais condi¢des de uso, pois com
excecdo do acetil hexapeptideo-3, os demais, acetil tetrapeptideo-5 e a mistura de di e

tripeptideos t€m mostrado apenas eficicia comprovada in vitro. Além disso, os estudos de



estabilidade (pH, aparéncia, odor, consisténcia) sdo de grande importincia para que sejam
mantidas as caracteristicas iniciais exigidas para uma formulacio considerada de qualidade
durante todo o seu prazo de validade, sabendo-se que, para que um produto seja eficaz este
deverd ser estiavel. Estudos de estabilidade acelerados podem fornecer informagdes sobre a
estabilidade fisica da formulagdo, ou seja, podem verificar se esta apresentard reagdes de
oxidacdo, hidrdlise, entre outras, ao longo de sua vida de prateleira e também podem predizer
a performance no momento do uso (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2003; GUARATINI;
GIANETI; MAIA CAMPOS; 2003).

Uma vez que a adi¢do de proteinas e peptideos em formulagbes cosméticas pode
causar instabilidade a estas, tais como diminuicio da viscosidade e alteracdo das
caracteristicas reoldgicas das mesmas, sendo que a extensdo destas alteracdes depende de
varios fatores, dentre os testes de estabilidade fisica, a reologia tem tido grande e crescente
interesse nas industrias cosmética e farmacéutica, tendo em vista que a consisténcia € o
espalhamento dos produtos devem ser reproduzidos de lote para lote, assegurando a qualidade
tecnolégica do produto acabado (BONACUCINA; PALMIERI; CRAIG, 2005; DI
MAMBRO; MAIA CAMPOS; FONSECA, 2004; D’LEON, 2001; MAIA CAMPOS; SILVA,
2000).

Considerando que o desempenho sensorial de um produto cosmético é um fator
importante que interfere na aceitacio do produto pelo consumidor e conseqiientemente no seu
potencial de venda (WORTEL; WIECHERS, 2000), a avaliagdo da aceitagdo do produto
cosmético em termos de aplicagdo na pele, bem como em termos de percepcdo de eficicia
pelo usudrio deve ser realizada visando o desenvolvimento de um produto com grande
aceitacdo pelo mercado consumidor.

Além da determinacdo da estabilidade fisica e da performance sensorial, quando a um
produto € atribuido um beneficio, este deve ser comprovado, para fins de registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Assim, para a avaliagdo da eficicia de produtos
cosméticos, dentre as metodologias in vivo disponiveis atualmente, estdo o0s ensaios
biol6gicos em animais (pré-clinicos) e em humanos (clinicos), sendo estes tltimos realizados
na maioria das vezes por métodos ndo invasivos, por meio do uso de equipamentos
especialmente desenvolvidos para este propdsito (LEONARDI; GASPAR; MAIA CAMPOS
et al., 2002; PIERARD, 2002).

Assim, este trabalho se propde a avaliar a estabilidade fisica, as caracteristicas

sensoriais e os efeitos de formulacdes cosméticas contendo diferentes peptideos.



CONCLUSAO

Nas condicdes experimentais desse trabalho, foi possivel concluir que:

- No estudo de estabilidade fisica, as formula¢des de n® 1, 2 e 5 foram, consideradas
as mais estdveis, enquanto que na avalia¢do sensorial, as formulagdes de n™ 5 e 6, foram as
que apresentaram melhor performance, sendo portanto a formula¢do de n° 5 selecionada para
os testes de eficécia.

- Na avaliagdo da eficicia em curto prazo todas as formulacdes estudadas, contendo ou
ndo peptideos objeto de estudo, proporcionaram um aumento significativo no contetddo
aquoso do estrato cérneo dos antebragos, quando comparadas com os valores basais, enquanto
que, na face, somente as formulac¢des acrescidas dos peptideos objeto de estudo ocasionaram
um aumento significativo deste conteddo.

- Nenhuma das formulagdes mostrou efeito imediato na perda de dgua transepidérmica
apds aplicag@o nos antebracos e na face, quando comparado aos valores basais.

- Em relagdo ao micro-relevo cutineo todas as formulacdes estudadas provocaram
uma redugdo do parametro Se, (aspereza da pele) e R, (rugosidade), apds 2 horas de uma tnica
aplicacdo nos antebracos. Por outro lado, na face nenhuma alteracdo significativa nesses
parametros foi observada. Nenhuma das formulagdes estudadas mostrou alteracdes nos
valores de Sey, (n° de rugas) tanto apds aplicacdo nos antebragos, quanto na face. A aplicacdo
da formulagdo contendo mistura de di e tripeptideos, nos antebracos das voluntarias, provocou
um efeito imediato significativo no pardmetro Ses,, (textura da pele), enquanto que na face
nenhuma alteracdo foi observada nesse parametro.

- A aplicacdo de todas as formulagdes em estudo nos antebracos e na face das
voluntdrias ndo proporcionou efeitos imediatos nas propriedades mecénicas da pele
(anisotropia).

- Na avaliacdo em longo prazo da eficécia, as formulagdes acrescidas dos peptideos
objetos de estudo proporcionaram um aumento significativo no conteido aquoso do estrato
corneo na regido dos olhos, enquanto que nos antebragos e na regido da boca todas as
formulagdes acrescidas ou ndo dos peptideos ocasionaram um aumento nesse parametro

.- Na avaliacdo dos efeitos em longo prazo, todas as formula¢des ocasionaram uma
diminui¢do significativa na TEWL nos antebragos, enquanto que nenhuma alteracdo foi

observada nesse parametro apds aplicagdo na face.



- Em relagdo ao micro-relevo cutdneo nenhuma das formula¢des estudadas mostrou
efeitos em longo prazo nas regides estudadas, nos parametros Se;, R, e Se,, exceto para o
parametro Sey, que, apds a aplicacdo das formulagdes contendo os peptideos em estudo
provocaram um aumento significativo deste na regido da boca.

- Em relagdo as propriedades mecéanicas da pele, observou-se uma diminuicio
significativa na anisotropia da pele, apds 15 e 30 dias da aplicacdo das formula¢Ses contendo
somente os peptideos objeto de estudo nos antebracos das voluntérias. A aplicacdo de todas as
formulagdes na face das voluntirias ndo provocou alteracdes em longo prazo nestas
propriedades.

- A formulacdo de n° 5 selecionada nesse estudo, acrescida dos peptideos objeto de
estudo apresentou estabilidade adequada e eficicia comprovada por meio de ensaios clinicos,
mostrando efeitos imediatos, na melhora da hidratagao, textura, rugosidade e aspereza da pele,
bem como efeitos em longo prazo na hidratacio, na textura e nas propriedades mecanicas da
pele, mostrando a importancia do emprego destes peptideos em produtos cosméticos com

finalidades protetoras, hidratantes e antienvelhecimento.
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