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RESUMO

D’ANGELO COSTA, G. M. Desenvolvimento e eficacia clinica de formulacGes
dermocosméticas para o controle de alteragbes cutdneas relacionadas ao
fotoenvelhecimento. 2023. 170f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A pele fotoenvelhecida caracteriza-se pela presenca de rugas, perda de elasticidade e
alteracGes no padrdo de pigmentacdo. A radiacdo ultravioleta provoca a formacédo de radicais
livres, o que causa danos a pele e as alteragbes cutdneas caracteristicas do
fotoenvelhecimento. Dessa forma, as substancias com potencial antioxidante sdo de grande
valia para a prevengao e controle do fotoenvelhecimento. Dentre os antioxidantes de uso tépico
o tetraisopalmitato de ascorbila (TIPA), a Spirulina sp. e o extrato de oliva padronizado em
hidroxitirosol, séo substancias inovadoras para aplicagdo em produtos dermocosmeéticos para o
controle de alteragdes cutaneas decorrentes do fotoenvelhecimento. Nesse contexto, o objetivo
do presente estudo foi desenvolver e avaliar a eficicia clinica de formula¢cdes dermocosmeéticas
contendo antioxidantes, em combinagdo ou isolados para o controle de alteragBes cuténeas
decorrentes do fotoenvelhecimento. Para tal, foram desenvolvidas formulagbes cosméticas a
base de ingredientes de origem natural e fotoprotetores por meio de um delineamento
experimental do tipo fatorial (DOE). As formulagdes cosméticas e fotoprotetoras desenvolvidas
foram estaveis e apresentaram propriedades sensoriais e fisico-mecanicas adequadas as
finalidades propostas. Os fotoprotetores apresentaram Fator de Protecdo Solar (FPS) acima de
30. A aplicagdo do DOE otimizou o desenvolvimento das formulagBes cosméticas e dos
fotoprotetores. A eficacia clinica das formulacdes acrescidas dos antioxidantes em estudo
isolados e em associacao foi realizada por meio de técnicas de biofisica e analise de imagem
da pele. As formulagbes contendo TIPA ou Spirulina sp. ou 0 extrato de oliva reduziram
significativamente hiperpigmentacfes relacionadas ao lentigo solar e efélides apods seis
semanas de aplicacdo das formulacdes. Além disso, a formulacdo contendo o TIPA foi eficaz na
melhora da qualidade do estrato corneo e do padrdo de favo de mel da epiderme, aumentou a
hidratagédo da epiderme viavel e a densidade de colageno. A formulag¢é@o contendo a associagdo
de Spirulina sp. e o0 extrato de oliva foi eficaz ho aumento da hidratacdo, melhora da funcéo
barreira da pele e nas caracteristicas morfoldgicas e estruturais da pele apés o uso em 12
semanas. Em sintese, as formulacdes propostas foram estaveis e eficazes na protegéo da pele
contra os danos da radiacdo solar. Além disso, os antioxidantes avaliados foram eficazes na
reducdo de hiperpigmentacbes e outras alteracbes cutédneas relacionadas ao
fotoenvelhecimento, como ressecamento da pele e reducdo da densidade dérmica. Por fim, as
formulacdes cosméticas desenvolvidas sdo inovadoras e eficazes para os cuidados da pele
fotoenvelhecida com comprovacdo cientifica por meio de estudos clinicos com medidas
instrumentais.

Palavras-chave: Formulac6es Cosmeéticas, Spirulina sp., Extrato de Oliva, Tetraisopalmitato de

Ascorbila, Eficacia Clinica, Microscopia Confocal de Reflectancia



ABSTRACT
D’ANGELO COSTA, G. M. Development and clinical efficacy of dermocosmetic

formulations for the control of photoaging-related skin alterations. 2023. 170f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdao Preto, 2023.

Photoaging skin is characterized by the presence of wrinkles, loss of elasticity, and changes in
the pigmentation pattern. Ultraviolet radiation causes the formation of free radicals, which
causes skin damage and skin changes characteristic of photoaging. Thus, substances with
antioxidant potential are of great value for the prevention and control of photoaging. Among the
topical antioxidants, ascorbyl tetraisopalmitate (ATIP), Spirulina sp. and olive extract
standardized in hydroxytyrosol are innovative substances for application in dermocosmetic
products for the control of skin changes due to photoaging. In this context, the aim of the present
study was to develop and evaluate the clinical efficacy of dermocosmetic formulations containing
antioxidants, in association or isolated for the control of skin changes resulting from photoaging.
For this purpose, cosmetic formulations based on ingredients of natural origin and sunscreens
were developed by means of a design of experiments (DOE). The developed cosmetic and
sunscreens formulations were stable and presented adequate sensorial and physical-
mechanical properties for the proposed purposes. The sunscreens presented Sun Protection
Factor (SPF) above 30. The application of DOE optimized the development of cosmetic
formulations and sunscreens. The clinical efficacy of the formulations added with the study
antioxidants isolated and in association was performed by means of biophysical techniques and
skin imaging analysis. The formulations containing ATIP or Spirulina sp. or the olive extract
significantly reduced hyperpigmentations related solar lentigo and ephelides after six weeks of
application of the formulations. In addition, the formulation containing ATIP was effective in
improving the quality of the stratum corneum and honeycomb pattern of the epidermis,
increased the hydration of the viable epidermis and the collagen density. The formulation
containing the association of Spirulina sp. and olive extract was effective in increasing hydration,
improving the skin barrier function and the morphological and structural characteristics of the
skin after 12 weeks of use. In summary, the proposed formulations were stable and effective in
protecting the skin from solar radiation damage. Furthermore, the antioxidants evaluated were
effective in reducing skin hyperpigmentation and other photoaging-related skin changes, such as
skin dryness and reduced dermal density. Finally, the cosmetic formulations developed are
innovative and effective for the care of photoaging skin with scientific proof through clinical
studies with instrumental measurements.

Keywords: Cosmetic formulations, Spirulina sp., Olive extract, Ascorbil tetraisopalmitate,
Reflectance Confocal Microscopic.



1. INTRODUCAO




O mercado global de produtos cosméticos de anti-envelhecimento atingiu cerca de
63 bilhdes de ddlares em 2021 e esta projetado para atingir 93 bilhGes de ddélares até
2027 (Statista, 2023). Este mercado é impulsionado, devido ao crescimento da
populacdo mundial idosa e a procura por ter uma aparéncia jovem e saudavel.

Durante o século XXI, é notado que a populacdo mundial envelhece em maior
quantidade com o passar dos anos. Isso ocorre devido a diminuicdo da taxa de
natalidade e o aumento da longevidade. Por exemplo, 727 milh8es foi o numero da
populacao acima de 65 anos no mundo em 2020 (United Nations, 2020). Estima-se que
em 2050 esta populacdo dobre de novo e alcance por volta de 1,5 bilhdes de idosos
(United Nations, 2020).

Os primeiros sinais do envelhecimento biolégico sdo mostrados na pele e o
envelhecimento cutaneo esta associado a fatores intrinsecos e extrinsecos (Kammeyer;
Luiten, 2015).

A radiacdo Ultravioleta (UV) € um dos fatores extrinsecos que mais causam o
envelhecimento cutaneo e é denominado como fotoenvelhecimento. A radiacdo UV é
dividida em trés categorias: UVA (320-400nm), UVB (290-320nm) e UVC (200-
290nm). A radiacdo UVC é a mais nociva para a pele, porém é barrada na camada de
oz6nio. A radiacdo UVB atinge a pele até a epiderme e causa dano direto no DNA, com
a formacdo de dimeros de ciclobutano pirimidina e fotoprodutos de pirimidina (6-4)
pirimidona. A radiacdo menos energética € a UVA, conseguindo atingir camadas mais
profundas (derme) e causa dano indireto no DNA, lipideos e proteinas por meio da
geracdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) (Kammeyer; Luiten, 2015; Tobin,
2017).

O fotoenvelhecimento esta relacionado a um envelhecimento cutaneo precoce. A
exposicdo solar prolongada e sem protecdo em individuos com fototipos de Fitzpatrick
de | a lll pode provocar alteragdes na aparéncia cutanea, como: palidez, textura aspera,
diminuicdo da elasticidade, telangiectasia e presenca de alteracdes pigmentares. Um
fotoenvelhecimento mais severo pode resultar em rugas profundas, aparéncia coriacea,

purpura actinica, espessamento da epiderme e derme (Han; Chien; Kang, 2014).



O estresse oxidativo causado pela incidéncia da radiagdo UV na pele pode levar a
melanogénese fotoinduzida. Os EROS ativam a transcricdo do gene da tirosinase que
sintetiza a enzima tirosinase, a qual é ativada por glicosilacdo e converte tirosina em
DOPA e DOPAquinona até a formacdo da melanina. A melanina é entdo empacotada
em melanossomas e transportada para os queratindcitos. O aumento da melanogénese
fotoinduzida e do transporte de melanossomas dos melandcitos para os queratindcitos
resultam no aparecimento de alteracdes pigmentares (Ortonne; Bissett, 2008; Gillbro;
Olsson, 2011; Vashi; Kundu, 2013; Nahhas et al., 2019).

As alteracBes pigmentares que ocorrem no fotoenvelhecimento geralmente sao:
lentigo solar e as efélides. O lentigo solar € uma hiperpigmentacdo cutanea que ocorre
igualmente em homens e mulheres de meia idade ou terceira idade que possuem
fotoenvelhecimento cutdneo. Os pontos marrons escuros da pele, localizados em
lugares frequentemente expostos ao sol, como: face, dorso das méaos, ombros e parte
superior das costas, sdo caracteristicas morfolégicas do lentigo solar. O diametro € de
1-3 mm e na maioria das vezes sdo maiores na face com 1-2 cm (Massia, 1999; Iriyama
et al., 2011).

Outra alteracdo pigmentar que pode ocorrer por meio do dano induzido pela
radiacdo UV séo as efélides, também conhecidas como sardas, que se localizam
principalmente na face. A sua morfologia possui geralmente o diametro de 1-3 mm e
pode ser de coloracdo marrom claro a escuro, podendo ficar palidas durante o inverno
(Ogden; Schofield, 2013).

Os antioxidantes sao utilizados no tratamento das alteracbes cutaneas
relacionadas ao fotoenvelhecimento, pois atuam diminuindo o estresse oxidativo da
pele causado pela radiacdo UV (Burke, 2018). Ocorre a reducdo da formacao de
radicais livres e da fotooxidacdo da melanina. O uso dos antioxidantes para o controle
das alteracdes pigmentares vém sendo utilizada por atuarem na prevencdo da
melanogénese fotoinduzida (Ortonne; Bissett, 2008; Gillbro; Olsson, 2011; Vashi;
Kundu, 2013; Nahhas et al., 2019).



O antioxidante mais utilizado para tratamento topico sem prescricdo médica € a
vitamina C ou &cido ascorbico que promove a sintese de colageno e inibe a tirosinase,
enzima responsavel pela sintese de melanina (melanogénese). Deste modo, a vitamina
C é uma substancia ativa multifuncional, atuando na prevencdo do dano oxidativo no
DNA e melhorando a aparéncia geral da pele com o clareamento cutaneo (Bradley et
al., 2015).

A utilizacdo da vitamina C em formula¢des cosméticas é considerada um desafio,
por ter baixa estabilidade em agua e facilidade de oxidacao (Silva; Maia Campos, 2000;
Maia Campos et al., 2012). Com isso, os derivados de vitamina C vém sendo utilizados
em funcdo da sua maior estabilidade quimica em formula¢cdes cosméticas (Silva et al.,
2019). O derivado lipossoluvel da vitamin C, o tetraisopalmitato de ascorbila (TIPA) é
um bom precursor da vitamina C e possui capacidade de supressdo da pigmentacao
induzida por UVB (Ochiai et al., 2006). Além disso, a penetracdo na pele do TIPA foi
estudada por Machado e colaboradores (2016) e a mesma possuiu afinidade com o
estrato corneo, 0 que sugere um uso topico.

Estudos recentes avaliaram a eficacia clinica de formulacbes contendo
tetraisopalmitato de ascorbila isolado no efeito anti-rugas (Yokota; Yahagi, 2022) e seu
uso em associagdo com melatonina e bakuchiol na melhora da aparéncia da pele,
textura da pele, pigmentacdo, eritema, tbnus da pele, linhas e rugas apds 12 semanas
(Goldberg; Mraz-Robinson; Granger, 2020). Além disso, D'Angelo Costa e Maia
Campos (2021), mostraram o efeito de formulacdes cosmeéticas contendo o derivado
lipossoluvel de vitamina C na reducado da hiperpigmentacao cutanea.

Além da vitamina C e derivados, outros antioxidantes merecem destaque, como a
Spirulina sp. e o hidroxitirosol, os quais também foram objeto de estudo desta tese.

A Spirulina sp. € uma microalga muito utilizada em alimentos, por ter uma grande
variedade de micro e macronutrientes (Soni; Sudhakar; Rana, 2017). A composicao da
Spirulina sp. inclui 55%-70% de proteinas, 15%-20% de hidratos de carbono, 5%-8% de
lipidos, 6%-8% de minerais (magnésio, manganés), 1,5%-2% de acidos graxos
polinsaturados (PUFAS), acido linolénico, vitaminas B1, B2, B3, B6, B9, B12, vitaminas

C e E, pigmentos como a zeaxantina e a cantaxantina, bem como enzimas (C-



ficocianina e aloficocianina) (Maddiboyina et al., 2023). O extrato seco da Spirulina sp.
nao é irritante para os olhos, porém apresenta potencial fototoxico (Maia Campos et al.,
2019). A fototoxicidade de uma subtancia quimica pode estar relacionada com a
fotosensibilidade frente a radiacdo UV (Epstein, 1999). Com isso, ela é indicada para
uso topico noturno. Possui aplicacdo em medicina para combater as deficiéncias
nutricionais em paises subdesenvolvidos (Soni; Sudhakar; Rana, 2017) e em
cosméticos como um ingrediente ativo multifuncional (Delsin et al., 2015; Souza; Maia
Campos, 2017; Melo et al., 2021). A sua utilizacdo em cosméticos € patenteada pelo
grupo de pesquisa, como antioxidante para prevenir os radicais livres que agem no
fotoenvelhecimento, por suas propriedades de hidratacdo e melhora da aparéncia geral
da pele (Maia Campos; Camargo Jr; Corauce, 2012).

Outras aplicacdes da Spirulina sp. foram avaliadas na presente tese de doutorado,
como o seu uso em formula¢des inovadoras para a melhora do lentigo solar e efélides
(D'Angelo Costa; Maia Campos, 2021). Além disso, foi avaliada a associagdo da
Spirulina sp. com o extrato de oliva padronizado em hidroxitirosol em uma formulacao
para o controle de alteracfes cutaneas relacionadas ao fotoenvelhecimento.

O hidroxitirosol € um importante composto fenélico presente no azeite de oliva
(Robles-Almazan et al., 2018). Estudos comprovaram a sua agdo como um potente
antioxidante (Zhou; Sun; Shahidi, 2017; Sun; Zhoua; Shahidi, 2018). A utilizacdo do
extrato de oliva padronizado em hidroxitirosol de forma oral e topica para o controle do
melasma foi estudado por Toledo Bagatin; Maia Campos; Bagatin, (2020). O referido
extrato foi eficaz na reducdo de hiperpigmentacdes decorrentes do fotoenvelhecimento
(D'Angelo Costa; Maia Campos, 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento e avaliacdo da eficicia clinica de formulacdes
dermocosméticas contendo TIPA, Spirulina sp. e extrato de oliva, isolados ou
associados, € de grande importancia para o desenvolvimento de produtos cosmeéticos
efetivos para o controle de alteracdes cutaneas relacionadas ao fotoenvelhecimento.

Considerando que o uso diario de fotoprotetores na face com Fator de Protecéo
Solar (FPS) 30, no minimo, é fundamental para prevenir o fotoenvelhecimento

(Krutmann, 2021), bem como previne o eritema causado pela radiacdo UV, danos no



DNA, hiperpigmentacdes e fotocarcinogénese (Guan; Lim; Mohammad, 2021), o
desenvolvimento de fotoprotetores eficazes e seguros € de fundamental importancia
para os cuidados e protecédo da pele.

Assim, no desenvolvimento de fotoprotetores € fundamental considerar uma
combinacdo adequada de filtros solares organicos e inorganicos que protegem a pele
contra a radiagcdo UVA e UVB de forma complementar (Forestier, 2008). Uma vez que
os filtros solares organicos possuem cromoéforos em sua estrutura molecular que
permitem a absorcdo da radiacdo UV e os filtros solares inorgéanicos refletem esta
radiacdo por serem particulas fisicas que tém o principal mecanismo de reflexdo e
difuséo da luz solar (Forestier, 2008). A escolha dos filtros UV deve basear-se nas
caracteristicas de fotoestabilidade, seguranca toxicolégica ambiental e humana e
sensoriais (Jesus et al., 2022). A obtencdo do equilibrio entre os filtros solares UV,
aditivo reologico, emoliente, concentracado e tipo de emulsionantes se faz necessaria no
desenvolvimento de protetores solares estaveis, eficazes e com um sensorial
agradavel.

O desenvolvimento de formulacbes cosméticas e fotoprotetoras pode ser
optimizado por meio do delineamento experimental do tipo fatorial (DOE). O DOE € uma
técnica utilizada na indUstria para planejar experimentos com precisao estatistica e com
menor custo, a fim de obter resultados rapidos e confidveis que substitui o
desenvolvimento por “tentativa e erro”. Os passos para a execuc¢ao do DOE séo: definir
0 objetivo do teste, selecionar as variaveis — fatores e a resposta, escolher o teste
estatistico adequado, executar o experimento, checar, analisar e interpretar os dados
obtidos (Politis et al., 2017). Em sintese, o planejamento fatorial € uma ferramenta
estatistica utilizada para avaliar efeitos e interacbes de varidveis independentes
(ingredientes) em relacdo a determinados parametros, com a finalidade de otimizar o
desenvolvimento (Radocaj et al., 2011; Antony, 2014a).

No desenvolvimento de formulacfes cosmeéticas o balanco adequado entre aditivo
reologico, emulsificante, emoliente e substancias ativas também se faz necessério. Por

isso, o DOE também pode ser aplicado durante o desenvolvimento de formulacdes



cosméticas contendo ingredientes de origem natural (Costa, Alves, Maia Campos,
2019).

O uso de ingredientes de origem natural em produtos cosméticos € uma tendéncia
crescente, devido ao aumento de consumidores conscientes (Abihpec; Sebrae; 2019).
Estima-se que o mercado de produtos organicos de cuidados pessoais alcance 42,19
bilnbes até 2030 (Grand View Research, 2022a). A preocupagdo com a
sustentabilidade é um movimento global crescente que visa diminuir o impacto do ser
humano no ambiente (Fonseca-Santos, Corréa, Chorilli, 2015). Para isso, algumas
estratégias podem ser adotadas na industria, como reduzir a energia consumida no
processo de emulsificacdo (Fonseca-Santos, Corréa, Chorilli, 2015). A emulsificacéo a
frio € uma das vantagens de usar um emulsificante do tipo organogel. O organogel é
um sistema semi-solido, onde a fase oleosa estad imobilizada por uma rede 3D do
agente estruturante (Sahoo et al., 2011). Esta fase oleosa pode ser 6leos vegetais ou
minerais, ou solventes organicos polares. O agente estruturante pode ser constituido
por ceras, monoglicéridos, polimeros ou éteres de poliol (Sahoo et al., 2011). O
organogel utilizado neste estudo possui o INCI name Helianthus Annuus (Sunflower)
Seed Oil (and) Polyacrylic Acid (and) Xylityl Sesquicaprylate (and) Glyceryl Stearate
(and) Euphorbia Cerifera (Candellila) Wax (and) Sodium Hydroxide. O organogel atua
como um emulsificante de emulsdes 6leo em 4gua e estrutura a fase aquosa e oleosa
(Contreras-Ramirez et al., 2022). Com isso, ha um aumento da estabilidade da emulsao
sem a necessidade de utilizar alta agitacdo e temperatura. O organogel suporta até
12% de fase oleosa, permite a reducdo de ingredientes da formulacdo, possui
caracteristicas viscoelasticas e termo-reversiveis, além de propriedades sensoriais
refinadas (Nogueira et al., 2016). Estas caracteristicas do organogel séo interessantes,
uma vez que o uso de ingredientes de origem natural pode ser desafiador, devido a
instabilidade, sensorial e desempenho limitados (Bom et al., 2019).

A estabilidade de emulsdes cosmeéticas pode ser desafiadora, uma vez que a
emulsdo é a forma cosmética onde ocorre a dispersado de dois liquidos imiciveis — agua
e Oleo por meio de emulsificantes. O emulsificante permite a reducdo da tensao

superficial entre as moléculas de agua e 6leo e possibilita uma melhor dispersédo das



fases imiciveis com a formagcdo de micelas. O processo de emulsificacdo é um
processo dinamico e ndo espontaneo que necessita de energia mecanica para ocorrer
a formacédo das micelas. A fase dispersa é a fase localizada dentro da micela e a fase
continua € a fase externa. Os trés tipos de emulsdes sao: 6leo disperso em agua (O/A),
agua dispersa em oOleo (A/O) e as emulsGes multiplas onde a fase dispersa € uma
emulséo 6leo em 4gua dispersa em 6leo (O/A/O) ou emulsédo dgua em 6leo dispera em
agua (A/O/A) (Goodarzi; Zendehboudi, 2019; Contreras-Ramirez et al., 2022).

As micelas sdo separadas pela forca de van der Waals e possuem tendéncia de
retornarem ao seu estado inicial de menor energia, ou seja, na sua forma imicivel.
Portanto, a separacado de fases é um fenbmeno eventual que ocorre ao longo do tempo.
Esta instabilidade da emulsdo pode acontecer como: separagdo gravitacional,
floculacdo, cremeacdo, sedimentacdo, coalescéncia, e maturacdo de Ostwald. A
separacao gravitacional, é a separacao completa das fases imiciveis e € irreversivel. A
floculacdo é a agregacdo de micelas, sendo um processo reversivel. A cremeacao é a
formacdo de uma camada de micelas na superficie. A sedimentacdo é a formacéo de
uma camada de micelas na parte inferior. Estes fenbmenos ocorrem pela diferenca de
densidade de fase e sdo um processo reversivel. A coalescéncia é a unido de diversas
micelas formando micelas maiores e € um processo irreversivel. A maturacdo de
Ostwald esta relacionado com a difusdo da fase dispersa das micelas menores para as
maiores por meio da fase continua ao longo do tempo. A velocidade desta difusao
depende da solubilidade da fase dispersa na fase continua e este processo é
favorecido com o aumento da temperatura (Goodarzi; Zendehboudi, 2019; Contreras-
Ramirez et al., 2022).

No desenvolvimento de formulagbes cosméticas, € de grande importancia
comprovar a estabilidade da emulsédo por meio de testes de estabilidade. Estes testes
sao utilizados para confirmar o prazo de validade do produto cosmético, a fim de
garantir a qualidade e compatibilidade da formulacdo sob diferentes condi¢cbes de
armazenamento. Uma vez que fatores extrinsecos podem influenciar a estabilidade do
produto cosmético, tais como tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de

embalagem e microorganismos. Também pode ocorrer a influéncia de fatores



intrinsecos, tais como incompatibilidade fisica e quimica dos ingredientes da
formulacéo. A incompatibilidade fisica esta relacionada com mudangas na aparéncia da
formulacdo como a separacédo de fases. A incompatibilidade quimica esta relacionada
com mudancas no valor de pH, reacdes de oxidacao-reducao, hidrélise, interacées com
os ingredientes da formulacdo e interagcdes dos ingredientes com o material da
embalagem. Podem ser realizados dois tipos de testes de estabilidade. O teste de
estabilidade acerelada que prevé a curto prazo a estabilidade da formulagéo. O teste de
estabilidade a longo prazo ou de prateleira que confirma o prazo de validade estimado
no teste de estabilidade acelerada. As condicbes de temperatura que podem ser
utilizadas no teste de estabilidade acelerada variam de alta a baixa temperatura e/ou
ciclos congelamento-descongelamento. A duracdo do teste pode variar de 15 dias
(teste preliminar) a 3 - 6 meses ou até mesmo um ano. Os parametros organolépticos
(aparéncia, cor e odor), fisico-quimicos (valor de pH, viscosidade, densidade,
comportamento reoldgico e perfil de textura) e microbiolégicos (contagem microbiana e
teste de desafio) podem ser avaliados (Anvisa, 2005; Moraes do Carmo; Pereira,;
Gratieri, 2018; Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).

A determinacdo do comportamento reoldgico é uma ferramenta importante para
ser avaliada durante a caracterizacdo da formulagdo cosmética e na avaliacdo da sua
estabilidade fisica. Uma vez que permite avaliar o comportamento de formulacdes
cosméticas sob a acdo da tensédo de cisalhamento de acordo com o tempo. A maioria
das formula¢des cosméticas séo fluidos ndo-newtonianos e possuem o comportamento
viscoelastico que é a capacidade de um fluido apresentar elasticidade e viscosidade
simultaneamente. Os parametros utilizados para caracterizar a viscoelasticidade de um
material sdo: modulo elastico G' e mddulo viscoso G". Além disso, as formulacdes
cosméticas apresentam o comportamento de cisalhamento que é o termo atual para
fluidos pseudoplasticos. Este comportamento € caracterizado por uma diminuicdo da
viscosidade com um aumento na taxa de cisalhamento. O que é interessante para
facilitar o espalhamento da formulacdo cosmética na pele durante a aplicacdo. Porém,
esta viscosidade deve se recuperar rapidamente apds o cisalhamento para que a

7

formulacdo permaneca como uma pelicula na pele. A tixotropia € um parametro
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importante para a avaliacdo das propriedades reoldgicas dos cosméticos. Consiste na
capacidade do fluido reduzir a viscosidade com o aumento da tenséo de cisalhamento e
retornar a viscosidade incial apos cessar a tensao de cisalhamento. Este fenbmeno é
dependente do tempo e da recuperacdo do fluido (Huang, 2019; Maia Campos;
D’Angelo Costa; Souza, 2022). O comportamento reoldgico pode ser avaliado por meio
de reogramas de taxa de cisalhamento (1/s) por tensdo de cisalhamento (D/cm?). Os
parametros que podemos extrair dos reogramas sdo: viscosidade minima aparente,
tixotropia, indice de consisténcia e indice de fluxo. A viscosidade minima aparente é
calculada dividindo a taxa de cisalhamento por tensdo de cisalhamento. A tixotropia é
obtida por meio da integracdo dos pontos da curva reolédgica. Os indices de fluxo e de
consisténcia é calculado por meio do modelo de Weale’s Ostwald (Ferreira et al., 2020;
Infante et al., 2021).

Outra ferramenta importante para a caracterizacdo de formulacdes cosméticas € a
determinacdo do perfil de textura. As propriedades mecénicas como: trabalho de
cisalhamento, firmeza, coesao, consisténcia, indice de viscosidade e dureza podem ser
avaliadas por meio do equipamento TA.XT® plus Texture Analyzer (Stable Micro
systems®, Inglaterra). Esta analise pode ajudar a prever as propriedades sensoriais das
formulagcbes como a espalhabilidade. A area positiva sob a curva resultante da
avaliacao do trabalho de cisalhamento versus o tempo obtida com a introducédo de um
probe na amostra, pode ser correlacionada com a espalhabildade da formulacdo. O
trabalho de cisalhamento é inversamente proporcional a epalhabilidade. O menor valor
do trabalho de cisalhamento corresponde a uma melhor espalhabilidade (Calixto;
Infante; Maia Campos, 2018). A espalhabilidade é uma caracteristica sensorial que se
refere a facilidade com que o produto cosmético se espalha sobre a pele (Liu; Xu; Guo,
2007; Tai; Bianchini; Jachowicz, 2014; Calixto; Infante; Maia Campos, 2018; Gore;
Picard; Savary, 2018; Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).

A analise sensorial permite a avaliacdo da formulacdo cosmética frente a
consumidores e/ou painel treinado. Esta etapa, durante a Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D), é importante para obter um melhor direcionamento da formulagédo cosmética e

garantir a aceitabilidade pelos consumidores. A pesquisa sensorial com painel treinado,
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geralmente se faz com menos participantes de pesquisa (n = 8-20) que receberam
treinamento prévio sobre como analisar as caracteristicas sensoriais de modo
descritivo. As analises descritivas utilizadas na pesquisa sensorial com painel treinado
podem ser realizadas por meio de dois métodos, tais como Analise Descritiva
Quantitativa (ADQ) e o método Spectrum™ Analise Descritiva (SDA). Nestes métodos
0s painelistas descrevem e quantificam determinados atributos sensoriais por meio de
uma escala de intensidade. Os resultados ficam mais robustos e consistentes. A
pesquisa com consumidores utiliza um namero maior de painel com consumidores (n =
50-100) para minimizar a variabilidade de resposta. Os métodos utilizados sé&o
qualitativos, tais como as questdes de Check-all-that-apply (CATA) e as escalas de
interesse. Os questionarios CATA obtém informacdes sobre as percepcdes do
consumidor por meio de perguntas de multipla escolha sobre atributos sensoriais, apos
experimentarem o produto cosmético. A escala de interesse € um método baseado na
classificacdo do produto cosmético através de uma escala de intensidade contendo as
caracteristicas sensoriais definidas pelo pesquisador (Varela; Ares, 2012; Gilbert et al.,
2013; Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).

Em paralelo com as etapas do desenvolvimento de formulagcdes cosméticas, a
eficacia clinica pode ser comprovada por meio da aplicacdo de técnicas de biofisica e
analise de imagem da pele. Para isso, sdo recrutadas participantes de pesquisa, de
acordo com critérios pré-definidos de inclusdo para utilizar a formulagcdo cosmética por
um periodo especifico nas reais condicfes de uso dos produtos. Ao final do estudo,
geralmente a avaliagdo da eficacia percebida é realizada, a fim de verificar se as
participantes de pesquisa perceberam a melhora da pele com o uso cosmético (Serup,
2001; Cosmetics Europe, 2008; Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).

As medidas instrumentais sdo realizadas ao longo do periodo de estudo sob
condi¢cbes climatizadas e controladas. Todos os métodos avaliados sdo considerados
nao invasivos. Dentre estas, podemos mencionar as técnicas para a avaliagcdo da
hidratacdo, perda de agua transepidérmica, propriedades mecanicas e microrrelevo
cutdneo (Gongalves; Maia Campos, 2009; Maia Campos et al., 2021; Melo et al., 2021,
Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).
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A hidratacdo da pele pode ser medida pelo equipamento Corneometer® (Courage-
Khazaka®, Alemanha). A avaliacdo do contelido aquoso do estrato corneo é realizada
pelo método de capacitancia da constante dielétrica da agua. A perda de agua
transepidérmica pode ser medida pelo equipamento Tewameter® (Courage-Khazaka®,
Alemanha). A avaliacdo da barreira cutanea € realizada pelo método de evaporacao
de agua da pele (Berardesca et al., 2018). A pele envelhecida apresenta uma pele mais
ressecada com uma barreira cutanea prejudicada.

A avaliacdo das propriedades mecanicas da pele, tais como elasticidade,
viscoelasticidade e plasticidade vém sendo avaliadas pelo método de succao cutanea.
O equipamento padrdo utilizado para realizar esta medida é o Cutometer® (Courage-
Khazaka®, Alemanha), onde uma pressdo negativa deforma a pele mecanicamente
para dentro do probe e apds algum tempo esta pressao € aliviada. A resisténcia da pele
a pressao negativa é a firmeza da pele. A habilidade de retornar a posicao inicial é a
elasticidade. E comum a pele envelhecida apresentar perda de elasticidade e este
retorno ser mais demorado para voltar a posi¢do inicial (Ryu et al., 2008; Ohshima et
al., 2013; Maia Campos; Melo; Siqueira César, 2019).

O microrrelevo cutaneo pode ser avaliado por meio de imagens capturadas pelo
equipamento Visioscan® (Courage-Khazaka®, Alemanha). O método utilizado de
Avaliacdo da Superficie da Pele Viva ou seu nome em inglés SELS® (Surface
Evaluation of the Living Skin) € baseado em uma escala de cinza determinados pelo
software do equipamento. Os parametros avaliados sdo: suavidade da pele (Sesm),
rugosidade da pele (Ser), descamacéo (Sesc), rugas (Sew). O microrelevo cutaneo
sofre alteracbes com o envelhecimento da pele, uma vez que a presenca de rugas €
mais frequente (Lévéque, 1999; Pierard; Uhoda; Pierard-Franchimont, 2003; Maia
Campos et al., 2021).

Além disso, as técnicas avancadas de analise de imagem permitem o estudo das
caracteristicas morfolégicas e estruturais da epiderme e derme, bem como a avaliagéo
da eficacia de produtos dermocosméticos (Gongalves; Maia Campos, 2009; Infante;

Bagatin; Maia Campos, 2021; Maia Campos; D’Angelo Costa; Souza, 2022).
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O Microscépio Confocal de Reflectancia - Vivascope® (Lucid®, Estados Unidos)
captura multiplas imagens de alta resolucéo (1000 X 1000 pixels) em profundidade e/ou
regido especifica da pele de forma préxima a histologica sem a necessidade de coleta
de biopsia da pele de forma néo invasiva e em condi¢cbes reais de uso do produto
cosmeético. O microscopio usa fonte a laser com o comprimento de onda de 830 nm,
poder de iluminacdo de 20 mW, objetiva de imersédo e uma velocidade de captura de 20
imagens por segundo. As imagens microscopicas e macroscopicas sao obtidas a partir
do sistema de obtencdo de imagem Vivastack® e camera macroscépica digital com
qualidade dermatoscépica (VivaCam®), respectivamente. As imagens obtidas por meio
do Vivastack® possuem o “valor z” que corresponde a profundidade da imagem e a
diferenca deste “valor z” permite o calculo da espessura das camadas da epiderme.
Com este valor, podemos analisar os parametros quantitativos da pele, tais como
espessura da epiderme, do estrato corneo, da camada granulosa e profundidade das
papilas dérmicas. Os parametros morfologicos avaliados por meio das andlises das
imagens sao: reflectancia do estrato cérneo, morfologia do estrato cérneo, organizagcao
dos queratindcitos — padrao favo de mel; brilho dos interqueratinécitos, quantidade e o
formato das papilas dérmicas, padrdo de pigmentacdo da pele e estrutura da rede de
colageno. Este parametros morfoldégicos podem ser quantificados por meio do uso de
escores padronizados pelo grupo de pesquisa NEATEC ou descritos na literatura
relatada (Manfredini et al., 2013; Mercurio; Maia Campos, 2015; Shahriari et al., 2021;
D'Angelo Costa; Maia Campos, 2021; Infante; Maia Campos, 2022).

O ultrassom de alta frequéncia de 20 MHz— Dermascan® (Cortex Technology®,
Dinamarca) produz imagens da pele em tempo real por meio da reflexdo de ondas
ultrassoénicas de alta frequéncia nas estruturas da pele que geram ecos de diferentes
amplitudes. A intensidade deste eco € visualizada em uma imagem bidimensional
colorida. Esta imagem colorida segue uma escala de cores de ecogenicidade do
branco> amarelo> vermelho> verde> azul> preto, sendo o branco uma alta reflexdo e o
preto uma baixa reflexdo. O colageno possui uma alta reflexdo e quanto maior for a sua

presenca na derme, mais colorida a imagem ira ficar. Os parametros que podem ser
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avaliados com este equipamento sao: espessura e ecogenicidade da derme (Lee et al.,
2008; Maia Campos; Melo; Siqueira César, 2019).

Por fim, as técnicas de avaliacdo de eficacia acima descritas, tanto as objetivas
por avaliacdo instrumental e subjetivas por andlise sensorial e percepcao da eficacia
vém sendo muito utilizadas pelo grupo de pesquisa para avaliar cientificamente os reais
beneficios das formulacdes cosméticas (Mercurio et al., 2016; Calixto; Maia Campos,
2017; Bonilha; Maia Campos; Costa, 2020; Infante; Bagatin; Maia Campos, 2021,
D'Angelo Costa; Maia Campos, 2021).

Nesse contexto, o presente estudo apresenta contribuicdo relevante com o
desenvolvimento e avaliagdo da eficacia clinica de fotoprotetores e formulacdes
cosméticas contendo antioxidantes inovadores visando a obtencdo de um produto com
eficacia clinica comprovada na prevencdo e tratamento de alteragcbes cutaneas

relacionadas ao fotoenvelhecimento.
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2. CONCLUSAO
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Nas condi¢bes experimentais deste trabalho, foi possivel concluir que:

O Delineamento experimental do tipo fatorial otimizou o desenvolvimento de
formulagbes cosmeéticas contendo ingredientes naturais e resultou no
desenvolvimento racional de formulacdes cosméticas com propriedades sensoriais e
fisico-mecanicas adequadas para aplicacdo topica. A formulacdo cosmética
contendo a associacdo do extrato de oliva com a Spirulina sp. apresentou boas

propriedades sensoriais e de espalhabilidade.

Todas as formulagdes contendo os antioxidantes de estudo - Spirulina sp., extrato de
oliva padronizado em hidroxitirosol e tetraisopalmitato de ascorbila reduziram
significativamente a hiperpigmentacdo da pele apds o periodo de estudo de seis
semanas. A eficicia percebida pelas participantes de pesquisa foi mais pronunciada
para a formulacdo contendo a Spirulina sp. na reducdo das manchas da pele em

relacdo aos outros antioxidantes estudados.

O uso de uma formulacdo cosmética contendo o tetraisopalmitato de ascorbila por
seis semanas foi eficaz na melhora da qualidade do estrato cérneo e do padrédo de
favo de mel da epiderme, além de aumentar a hidratacdo da epiderme viavel e a
densidade de colageno. Além disso, as participantes de pesquisa notaram a
melhora na luminosidade, hidratacdo da pele, e reducao de rugas apo6s a aplicacao

das formulacoes.

A aplicacdo do Delineamento experimental do tipo fatorial otimizou o
desenvolvimento de protetores solares. As interacbes dos fatores como tipo de
emulsificante e concentracdo foram significativas. As formulacdes escolhidas pelo
DOE, F1 e F3, foram consideradas estaveis, com boas propriedades sensoriais,
valores de FPS acima de 30 e comportamento pseudoplastico ndo Newtoniano. A
formulacdo com os melhores parametros foi F1, pois apresentou o maior valor de
FPS e tixotropia 6tima. Portanto, foi possivel desenvolver protetores solares
eficazes por meio da aplicacdo do DOE e avaliacdo das propriedades mecanicas e

sensoriais.
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e A formulacéo contendo a associacédo de extrato de oliva e Spirulina sp. em estudo
mostrou estabilidade fisica e apresentou boas propriedades sensoriais e de
espalhabilidade. Além disso, aumentou a hidratacdo na pele e melhorou a barreira
cutdnea apds o0 uso por 12 semanas. A ecogenicidade da derme aumentou para
ambos 0s grupos avaliados, ou seja, para 0 grupo que usou o fotoprotetor mais a
formulacdo veiculo e para o grupo que usou o fotoprotetor mais a formulacao
contendo os ingredientes ativos em estudo. A melhora nas caracteristicas
morfolégicas e estruturais da pele foi observada apenas apds o uso da formulagéo
com os antioxidantes por 12 semanas. Portanto, a associagcédo de extrato de oliva e
Spirulina sp. foi eficaz para reduzir as alteragdes cutaneas relacionadas ao

fotoenvelhecimento.

Por fim, dentre os trés antioxidantes estudados, a Spirulina sp. apresentou 0s
melhores resultados de eficacia clinica na melhora da pele fotoenvelhecida, podendo

ser considerada uma substancia ativa multifuncional.
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