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RESUMO

MORAES, V. R. Avaliagao da eficacia clinica de dermocosméticos contendo
antiglicantes por técnicas de biofisica e imagem. 2021. 118f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Além dos radicais livres, existem outros mecanismos que aceleram o envelhecimento
cutaneo, como o processo de glicacdo das fibras de colageno, o qual vem sendo muito
estudado. Esse processo ocorre por um mecanismo ndo enzimatico que visa a glicagéo de
um monossacarideo com uma proteina, geralmente colageno, o que faz com que as fibras de
colageno se tornem rigidas, além de formacdo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs), os quais resultam na perda da elasticidade e firmeza da pele. No caso de portadores
de Diabetes Mellitus (DM), a alta concentracdo de acUcar no sangue faz com que o processo
de glicacdo seja exacerbado levando a altera¢gbes cutdneas, como danos na funcdo barreira
da pele. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar a eficacia
clinica de formulacdes dermocosméticas contendo o0s extratos aquosos de semente de
girassol (Helianthus Annus) e de alga vermelha (Hypnea musciformis), os quais possuem
potencial antiglicante. Previamente ao desenvolvimento das formula¢Bes foi realizada a
caracterizacdo da pele de individuos saudaveis e portadores de Diabetes Mellitus visando
comparar ambas as peles como suporte para a realizacdo do estudo clinico de eficacia de
formulacdes antiglicantes. A seguir, formulagdes acrescidas ou ndo (veiculo) do extrato
antiglicantes de Helianthus Annus e desse extrato em associacdo com o de Hypnea
musciformis foram desenvolvidas e submetidas a testes de estabilidade por determinacédo do
comportamento reoldgico e caracteristicas organolépticas. Por fim, para o estudo clinico de
eficacia foram recrutadas 59 participantes de estudo do sexo feminino, idade 39-55 anos,
sendo 21 saudaveis e 38 portadores de diabetes tipo 2, ndo insulina dependentes, as quais
foram divididas em 3 grupos: V01 com associa¢éo de substancias ativas, V02 com o extrato
de alga vermelha e V03 o veiculo. Antes e ap6s 45 e 90 dias de aplicacao das formulactes
na pele da face foram realizadas medidas da perda transepidérmica de &gua, hidratacao,
propriedades viscoelasticas, microrrelevo cutaneo, ecogenicidade da derme e caracteristicas
morfologicas e estruturais da pele, por meio de técnicas de biofisica e analise de imagem da
pele. Os resultados obtidos mostraram que as formulagfes foram estaveis ndo apresentando
alteracbes significativas no comportamento reoldgio, valores de pH e caracteristicas
organolépticas apds 56 dias de armazenamento nas temperaturas 5° e 45°. O estudo clinico
de caracterizacdo da pele mostrou que ha diferencas significativas nos parametros biofisicas
e morfolégicos avaliados entre a pele de individuos saudaveis e portadores de diabetes. Além
disso, ap0s o tratamento com as formulac¢des objeto de estudo houve melhora significativa da
barreira cutdnea e da derme da pele dos individuos diabéticos quando comparada com as
saudaveis principalmente em relagdo ao aumento da ecogenicidade da derme. Por fim, o
extrato da alga vermelha, isoladamente ou em combinacdo com o extrato de girassol, pode
ser sugerido como uma substancia ativa inovadora e eficaz para o desenvolvimento de
formulacdes para o controle de alteracGes cutdneas decorrentes do processo de glicacao.

Palavras-chave: Antiglicantes, extrato de alga vermelha Hypnea musciformis, extrato de
girassol, reologia, microscopia confocal de reflectania, cosméticos.



ABSTRACT

MORAES, V.R. Evaluation of the clinical efficacy of dermocosmetics containing
antiglycants by biophysical and imaging techniques. 2021. 118f. Thesis
(Doctorate degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

In addition to free radicals, other mechanisms aggravate skin aging, such as the glycation
process of collagen fibers, which has been extensively studied. This process occurs through a
non-enzymatic mechanism that aims at the glycation of a monosaccharide with a protein,
usually collagen, which causes them to become rigid, in addition to the formation of advanced
glycation end products (AGESs) which result in the loss of skin elasticity. In the case of patients
with Diabetes Mellitus (DM), the high concentration of sugar in the blood causes the glycation
process to be exacerbated, leading to skin changes, such as damage to the skin's barrier
function. Thus, there is an intense search for active ingredients that have antiglycant potential.
In this context, the aim of the present study was to develop and evaluate the clinical efficacy
of dermocosmetic formulations antiglycant purposes added with aqueous extracts of sunflower
seed (Helianthus Annus) and red seaweed (Hypnea musciformis). Prior to the development of
the formulations, the characterization of the skin of healthy individuals and patients with
Diabetes Mellitus was carried out in order to compare both skins as support for the clinical
study of the effectiveness of antiglycant formulations. Next, formulations with or without
addition (vehicle) of the antiglycant extract of Helianthus Annus and of this extract in
association with that of Hypnea musciformis were developed and submitted to stability tests
for determination of rheological behavior and organoleptic characteristics. Finally, 59 female
study participants, aged 39 to 55 years, 21 healthy and 38 with type 2 diabetes, non-insulin
dependent, were recruited for the clinical efficacy study, who were divided into 3 groups:
vehicle, Hypnea musciformis and in association with Helianthus Annus. Before and after 45
and 90 days of application of the formulations on the skin of the face, measurements were
taken of transepidermal water loss, hydration, viscoelastic properties, skin micro-relief, dermis
echogenicity and morphological and structural characteristics of the skin, using biophysical
and skin image analysis. The results obtained showed that the formulations were stable,
showing no significant changes in rheological behavior, pH values and organoleptic
characteristics after 56 days of storage at temperatures. 5°C and 45°C. The clinical study of
skin characterization showed that there are significant differences in the biophysical and
morphological parameters evaluated between the skin of healthy individuals and those with
diabetes. Furthermore, after treatment with the studied formulations, there was a significant
improvement in the biophysical parameters of the skin of diabetic women when compared to
healthy participants, especially in relation to the increase in dermis echogenicity. Finally, red
seaweed extract, alone or in combination with sunflower extract, can be suggested as an
innovative and effective active substance for the development of formulations for the control
of skin changes resulting from the glycation process.

Keywords: Antiglycants, red seaweed extract, sunflower extract, rheology, biophysical and
imaging technigues, cosmetics.
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No envelhecimento, o expossoma esta diretamente relacionado com a poluicéo,
radiacdo solar, fumo, temperatura, alimentacao, nivel de estresse, falta de sono e
fadiga (MISRA, 2020). O envelhecimento intrinseco €é representado por alteracdes na
estrutura da pele, alteracdes bioquimicas, reducdo da proliferacdo celular e outros
(TOBIN, 2017). A consequéncia do envelhecimento cutaneo fisioldgico é percetivel
pois ha um afinamento da epiderme e a capacidade de renovacéo celulcar é reduzida.
H& um afrouxamento da juncdo dermoepidérmica, bem como, uma desorganizacéo
das fibras colagenos da derme (BOISMAL et al., 2020)

O processo de envelhecimento intrinseco pode ocorrer por processos de
oxidacdo que resultam na formacéo e liberacdo de radicais livres responsaveis por
causar danos ao DNA e pelo processo de glicacdo. O processo de glicacéo é derivado
de uma reagdo aminocarbonilica ndo enzimatica estruturada a partir de interacdes
entre acucares e proteinas reduzidos (MARTIN et al., 2016). Esses processos
acontecem de forma mais intensa e rapida em situacdes de hiperglicemia, que ocorre

em pessoas com Diabetes Mellitus (TOBIN, 2017).

Dessa forma, as complicagbes cutdneas sdao comuns em individuos com
diabetes, uma vez que, a insulina é tida como um fator de crescimento para 0s
gueratindcitos cultivados e sua importdncia para na proliferagdo, migracao e
diferenciagao destes acarretam fenétipos malformados de queratindcitos em pessoas
diabéticas. Por isso, ha a suposicdo que a anormalidade da proliferagcdo e
diferenciagao dos queratinocitos na epiderme de individuos com diabetes perturba a
funcdo do estrato cérneo. Com isso, ha a hipbétese € que a hiperglicemia este
relacionada a perda de func¢do da insulina em pacientes com Diabetes Mellitus
resultando em um estado de hidratagao reduzido do estrato cérneo juntamente com a

diminuic&o da atividade das glandulas sebaceas (SEIRAFI et al. 2009).

Os produtos de glicacdo avancada - AGEs sdo encontrados em varios tipos de
tecidos durante o envelhecimento, como nos musculos vasculares esqueléticos e
lisos, nas membranas basais e no colageno articular, entre outros (GKOGKOLOU &
BOHM,2012). Os AGEs endogenos s&o formados mais rapidamente em pessoas que
tém Diabetes, devido a alta concentracdo de acucar circulante no sangue, que gera
maior degradacdo no colageno e, consequentemente, os sinais de envelhecimento

Ssao mais perceptiveis e acentuados.



23

Na pele que apresenta os AGEs sao encontradas variacdes na homeostase de
funcionamento da barreira cutdnea. Os portadores de diabetes apresentam um
decréscimo na hidratacdo do estrato cérneo, uma demora maior no tempo de
recuperacdo da pele ap6s alguma lesdo, diminuicdo da sintese lipidica e uma
diminuicdo da microbiota (GHADIALLY et al., 1996; CHOI et al., 2007; PARK et al.,
2011).

Assim, as propostas de produtos anti-AGE estdo sendo estudadas na éarea
farmacéutica e cosmética, com o objetivo de desenvolver novos compostos com
caracteristicas anti envelhecimento (GKOGKOLOU & BOHM,2012). A deposicdo dos
produtos AGESs na pele € observado com uma significancia muito maior em pessoas
diabéticas quando comparadas com pessoas saudaveis (MAKRANTONAKI et al.,
2016) o que faz com que esse grupo seja alvo de interesse em estudos de avaliacéo
da eficacia de produtos dermocosméticos com aplicacdo de substancias ativas com
atividade antiglicantes, sendo assim, um bom alvo para a realizacdo de estudos

clinicos relacionados ao processo de glicacao utilizando técnicas nao invasivas.

Nesse contexto, estudos clinicos por medidas instrumentais ndo invasivas, como as
técnicas avancadas de biofisica e imagem da pele, na pele de portadores de diabetes sdo
de grande valia para a avaliacdo de alteracbes cutédneas decorrentes do processo de

glicacdo, bem como para a avaliacdo da eficacia de antiglicantes tépicos.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Peleeo processo de glicacao

A pele é considerada o maior érgdo do corpo humano e € responsavel por cerca
de 16% do peso corporal. Tem como uma das duas principais funcées, a preservacao
das estruturas internas do contato com o meio externo. E constituida por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme, sendo a derme a mais profunda, composta

por tecido conjuntivo denso irregular. (Ana Flavia cunha et al., 2019).

Ela se localiza entre a epiderme e o tecido subcutaneo, ha uma alta
concentracdo de fibras de colageno e elastina que ajuda a promover a sustentacao
da epiderme e tem como objetivo a participacdo nos processos fisiologicos e
patoldgicos do 6rgéo cutaneo (TASSINARY, 2019).

Um dos mecanismos de envelhecimento estudados recentemente € a glicacéo,
gue é causada pela reacdo de Maillard, cuja envolve uma reacdo quimica nao
enzimatica entre uma reducdo de um acucar e uma proteina. A primeira pessoa a
observar essa reac¢ao foi o Louis-Camille Maillard em 1912 quando ele notou que os
aminoacidos reagiram com acuUcar para criando compostos acastanhados. Quando
ocorre esse mecanismo inicia-se uma seérie de reacdes quimica que faz um “cross-
linking”com as proteinas sdo denominadas de produtos finais de glicagdo avancada e
sédo acumulados durante a vida (BAUMANN,2018).

A doenca Diabetes Melittus atinge mais de 8,5% da populagéo adulta; associado
a um numero de mortes superior a 3,7 milhées por ano (WHO, 2016). Diabetes Mellitus
ou doenca do acucar € uma doenca cronica metabdlica caracterizada por um aumento
no nivel de agucar o sangue e uma disfuncionalidade no metabolismo de carboidratos,
gorduras e proteinas devido a uma insuficiéncia de producéo e/ou acéo de insulina
(NERMINA et al., 2020).

Estudos mostram que mais que 90% dos casos de Diabetes Mellitus séo do tipo
2 que a doenca € a nona causa de reducéo de expectativa de vida (YAN et al., 2017).
Em 2010 estimou-se que cerca de 3.96 milhdes de adultos entre 20-79 anos morreram
em decorréncia da doenca que a previsao é que em 2030 haj mais de 366 milhfes de
pessoas portadoras de diabetes no mundo (BEAGLEY et al., 2013; IDF, 2015;
ZIMMET, 2017).
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O aumento da glicose sérica causa danos em uma gama diversificada de células,
incluindo células endoteliais, neuroldgias, renal e também queratindcitos e fibroblastos
(LIMA et al.,, 2017). As complicagdes cutaneas sdo comuns em individuos com
diabetes, uma vez que, a insulina é tida como um fator de crescimento para os
gueratindcitos cultivados e sua importancia para na proliferacdo, migracdo e
diferenciacao destes acarretam fenodtipos malformados de queratinécitos em pessoas
diabéticas. Por isso, h4 a suposicdo que a anormalidade da proliferacdo e
diferenciacao dos queratinocitos na epiderme de individuos com diabetes perturba a
funcéo do estrato cérneo (SPRAVCHIKOV et al., 2001; WERTHEIMEr et al., 2001).

O coladgeno pode ser considerado a proteina mais importante para a pele,
uma vez que é essencial para a estrutura e fungdo da matriz extracelular na derme.
Os tipos | e Ill de colagenos sao os mais abundantes na pele representando na
faixa de 85-90% e 8-11% respectivamente (MAIA CAMPOS et al., 2015). E uma
proteina fundamental para a estrutura, aparéncia e funcdo derme, um envelhecimento
normal faz com que a pele seja mais fina e apresente aparéncia mais enrugada. As
ligacBes cruzadas tornando o colageno disfuncional fazendo com que a pele se torne
mais rigida e pessoas diabéticas sdo mais suscetiveis no aceleramento do
envelhecimento devido ao alto nivel de acgucar no sangue (DANIEL et al., 2002).
Diversos estudos mostram os efeitos bioldgicos da glicacdo em sistemas de matrix
extracelular in vitro que atingem principalmente as proteinas de colageno tipo IV
(PUGLIESE et al., 1997; PAGEON et al., 2008).

A elastina € outra proteina que também pode ser prejudicada pela glicacdo. A
pele fotoenvelhecida € conhecida pela capacidade anormal de formar anormal
agregados conhecidos por elastose que geralmente é referente a degradacgéo solar,
porém recentemente pesquisas descobriram que esses aglomerados séo
possivelmente causados por glicacdo. Isso se deve a elastina ser aderente, rigido e
desprovido de sua elasticidade usual, que é provavelmente a razdo pela qual as
pessoas diabéticas estdo associadas ao aumento do envelhecimento da pele em
comparacao com controles normais. Com isso, 0 colageno e a elastina tem um papel
importante na glicacdo no que diz respeito ao envelhecimento da pele. a glicacao
provavelmente desempenha um papel no dano visto no colageno e elastina de pele

envelhecida (Pageon et al. 2007; Baumann, 2018).
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2.2 Extratos antiglicantes de origem natural em produtos cosméticos

A palavra “cosmético” Kosmetos que significa ornamento vem do grego. Desde
o Egito antigo, a sociedade fazia o uso de oléos e cremes para protecéo térmica contra
o calor do deserto e contra outras adversidades climéticas, como vento. Eram
utilizadas plantas como thyme (Thymus L.), marjoram (Mentha L.), chamomile
(Matricaria L.), lavender (Lavandula L.), lily (Liliaceae), peppermint (Mentha L.),
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), cedar (Cedrus libani A. Rich), rose (Rosa L.)
(Francisco et al., 2018).

Os agentes antioxidantes sdo responsaveis pela inibicdo e consequentemente
na reducao das lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Entre os agentes
antioxidantes classicos podemos citar a vitamina A, vitamina C e vitamina E
(STEINER, 2002). Aléem disso, extratos de origem vegetal sdo alvo de interesse pela
comunidade cientifica, bem como da industria cosmética, visto que apresentam
composicdo rica em compostos com atividade antioxidante e outros compostos
benéficos para a estrutura da pele, tendo grande potencial para aplicacdo em produtos
de uso topico. Como exemplo, folhas de Morus nigra L. foram estudadas e observou-
se que seu extrato possui grande quantidade de compostos fendlicos, principalmente
flavonoides que apresentam forte efeito antioxidante (ALMEIDA-CINCOTTO et al.,
2016).

Diversos outros extratos naturais vém sendo estudados e apresentam sua
atividade antioxidante comprovada, tais como extrato de folhas de Goiabeira (Psidium
guajava); extrato de Jacaranda (Jacaranda mimosifolia), planta do bioma da Caatinga
e extrato da polpa de Umbu (Spondias tuberosa), um fruto do Nordeste Brasileiro
(COELHO et al., 2016; ALVES et al., 2017; ZERAIK et al., 2016).

Thirunavukkarasu et al., 2004; Dearlove et al.,, 2008, relatam que alguns
temperos utilizados no cotidiano, como a canela, cravo, orégano, podem ser alvos de
estudo como substancias antiglicantes por modificagcbes na estrutura da frutose.
Outros ingredientes como gengibre, taurina, cartinina também s&o alvos de estudo
como substancias ativas antiglicantres, porém seu mecanismo de acéo ainda ndo esta

bem ilucidado.

Existem diversos ativos propostos com atividade antiglicantes, como extrato
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hidroalcodlico de Choréo-das-praias (Carpobrotus edulis), uma planta oriunda da
Africa do sul (HAFSA et al. 2016); extrato de Ivy Gourd (Coccinia grandis), que possui
um efeito significativo antiglicante, assim como antioxidante (MEENATCHI et al 2016);
extrato de alho (Allium Sativum) envelhecido, que quando comparado com extrato de
alho fresco obteve um potencial antiglicacdo muito significativo (ELOSTA et al. 2017),
porém a maioria dos estudos foram realizados em modelos animais, e quando em in

vivo apresentam resultados ndo conclusivos e por isso o presente estudo é importante.

O extrato de semente de girassol (Helianthus annuus) é rico em acidos fendlicos,
apresentando acao anti radicais livres (ROCHA-FILHO et al. 2016) e, segundo
(SILAB,2016), apresenta potencial para inibicdo das reacdes de glicacdo, uma vez
gue, o mecanismo de acéo dos agentes antiglicantes € a inibicdo da reac¢éo do agucar
com a proteina (colageno). Além disso, a fragéo glicopeptidica desse extrato limita a
ligacdo cruzada que faz as fibras de colagenos tornarem-se rigidas (SILAB,2016),
além da existéncia de estudo que comprovam sua atividade antioxidante
(CHAKRABORTY et al.,2016).

O extrato de alga vermelha, proveniente da alga Hypnea musciformis € rico em
galactanas sulfatadas e tem sido proposto como um ingrediente ativo inovador com
potencial para proteger a pele da glicacdo por duas maneiras, por impacto celular e

por impacto tecidual.

O impacto celular é proveniente da prevencao de alteracdo no citoesqueleto e
preservacao da atividade metabdlica celular. No tecido o extrato atua na formacao da
rede de colageno e fibrilina, bem como pode levar ao também aumento da elasticidade
e firmeza cutanea (SILAB,2016).

Com isso a pesquisa e desenvolvimento de produtos cosméticos e
dermocosméticos vem colaborar para o progresso da qualidade da vida através da
aparéncia da pele (MAIA CAMPOS et al., 2019).

2.3 Desenvolvimento de formulagdes cosméticas

A etapa de Pesquisa e Desenvolvimento das formula¢fes € uma das partes mais
importantes dentro do projeto que deve ser feito com muito cuidado e atencéo a

escolha das matérias primas. Deve-se atentar sobre incompatibilidades quimicas,
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possiveis reacfes adversas que as participantes possam ter, garantir que as
formulacoes desenvolvidas sejam estaveis, analisar seu perfil reologico, de textura e

0 sensorial para saber a aceitabilidade do produto.

A andlise do perfil reologico e o de textura da formulagédo que serd desenvolvia
€ um passo fundamental no P&D pois trara a no¢cdo de como a mesma ira se
comportar apds o acréscimo do ingrediente ativo, uma vez que, esse acréscimo pode
haver mudanca tanto no seu perfil de textura quanto no seu perfil de sensorial do seu
publico alvo e sua estabilidade (SILVA, et al., 2020).

A analise do perfil de textura das formulagcdes vem sendo realizada por meio dos
parametros de firmeza, coesividade, consisténcia, indice de viscosidade e trabalho de
cisalhamento (SHIRATA et al. 2016; INFANTE et al. 2019)

O perfil de textura e 0 comportamento reolégico mostram parametros que podem
ser usados para avaliar a estabilidades das formulacdes desenvolvidas. E possivel
observar sinais de alteragdes nas propriedades fisicas relacionadas ao valor de pH,
temperatura e caracteristicas organolépticas e propriedades reoldgicas (VICTOR et
al., 2019).

Outro parametro que é de extrema importancia para aderéncia ao tratamento é
a avaliacdo do perfil sensorial, pois € um indicativo do que pode ser alterado na
formulagédo para que seja melhor aceita. Além do que, a boa aceitacdo do produto
desenvolvido € primordial para o sucesso do estudo (CALIXTO et al. 2018; MELO e
MAIA CAMPOS, 2019).

A combinacéo do perfil de textura com a analise sensorial esta sendo cada vez
mais exploradas pelas industrias cosméticas para analisar seu publico alvo e saber a
aceitabilidade do produto no mercado consumidor e assim ser um preditor do sucesso
ou nao do produto desenvolvido. (GILBERT, et al., 2013; CALIXTO e MAIA CAMPOS,
2017).

Por fim, a juncdo das técnicas de textura e reologia e andlise sensorial de
formulagBes contribuem no desenvolvimento de produtos cosméticos que sejam
estaveis e possuam propriedades sensoriais aceitaveis com o publico alvo para que

foi desenvolvido.
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2.4 Avaliacdo da eficécia clinica de formulagdes cosméticas

O protocolo de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de cosméticos tem como
base, além dos estudos que avaliam a estabilidade e eficacia das formulacdes, a
utilizacdo de aparelhos n&o invasivos, como as técnicas de biofisica e de analise de
Imagem apresentam fornecem uma gama de informacgdes em tempo real e ajudam na
aplicabilidade e continuidade dos estudos (MAIA CAMPOS, et al., 2016).

Dentre as técnicas de biofisica da pele, cumpre destacar as que avaliam o
conteudo aquoso do estrato corneo, a perda transepidérmica de agua, as
propriedades mecanicas da pele (viscoelasticidade e anisotropia), uma vez que, 0
processo de envelhecimento pode causar alteragdes no estrato cérneo, que
promovem um aumento da perda transepidérmica de agua, bem como alteragéo das
fibras de colageno e elastina, decorrentes do processo de glicagéo resultando no

aparecimento de rugas e outras alteragdes cutaneas.

Outros paramétros analisados por meio das técnicas de biofisica da pele sao:
avaliacdo do microrrelevo, coloracdo, propriedades mecéanicas, caracteristicas
morfologicas e estruturais da pele (GIANETI, et al., 2014; ANDRADE, et al., 2015;
MERCURIO, et al., 2015).

A avaliacdo do contetido de agua presente no estrato corneo € analisada através
do Corneometer CM 825 (Courage & Kazaka), o qual a medida é resultado da
capacitancia elétrica que mede o nivel de hidratacdo do estrato corneo. Outro
equipamento também utilizado para avaliar a hidratacdo superficial da pele € o
MoistureMap (Courage & Kazaka), cujo sensor fornece informacdes graficas sobre a
distribuicdo de hidratacdo e a microtopografia da pele, sendo possivel obter imagens
em tons de cinza dependendo a quantidade de agua presente naquela regido
(LEVEQUE & BERNARD, 2004).

A avaliacdo da perda transepidérmica de agua é feita com o auxilio do
equipamento Tewameter TM 210 (Courage & Kazaka), cuja funcdo € medir a
evaporacao de aguada superficie da pele. (ZHAI, et al., 2004; DAL'BELO, et al., 2006;
TAKAGI, et al., 2015). O uso desses trés equipamentos faz com que tenhamos
resultados sobre a melhora das condi¢des hidrolipicas da barreira cutanea, pois sao
analises complementares que mostra o efeito da formulacdo desenvolvida ao longo

do tratamento.
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Para a avaliagcdo das propriedades viscoelasticas da pele é empregado o
equipamento Cutometer® Dual MPA, equipado com uma com orificio de 4mm. O
mecanismo do aparelho é através da leitura Optica que percebe a intensidade de
penetracdo da pele no dispositivo. Uma pele mais flacida tera resultados bem
diferentes de uma pele mais jovem enriquecida de colageno pois esta ira ser sugada
pelo orificio, quanto aquela entrarda com mais facilidade demonstrando o quao
envelhecida esta. (YOO et al., 2014).

A avaliacdo do microrrelevo cutaneo é realizada com o equipamento
Visioscan® VC98 (Courage & Khazaka, Alemanha), que analisa parametros como
rugosidade, rugas, descamacéo e maciez da pele através do software interno SELS
(Surface Evaluation of the Living Skin). O resultado obtido € uma imagem capturada
por uma camera de video acrescido de uma lampada que emite luz violeta, que com
diferentes tons de cinzas, onde 0s pontos escuros sado correlacionados com a
rugosidade e pontos claros, aos platds do microrrelevo cutaneo. (MELO e MAIA
CAMPOS, 2018).

Dentre as técnicas de analise de imagem, destacam-se o ultrassom de alta
frequéncia (20 MHz) utilizado para avaliagdo da espessura e ecogenicidade da
derme, assim como o microscopio confocal de reflectancia a laser (Vivascope 1500),
0 qual permite a obtencao de imagens da epiderme e derme papilar e avaliagdo em
nivel proximo do histologico, de um modo néo invasivo. Essas técnicas de imagem
sao consideradas uma inovagao na aplicagao da pesquisa clinica de cosméticos, por

possibilitarem a avaliagdo das caracteristicas da pele em tempo real (GIANETI, 2013).

A avaliacao da ecogenicidade e espessura da derme é realizada utilizando um
ultrassom de 20MHz (Dermascan® C, Cortex Technology). O software analisa a
ecogenidade da pele por intermédio de pixels. Para calcular a ecogenicidade, o
software mede os pixels hipoecogenicos em relagdo com o numero total de pixels.
Este parametro pode ser relacionado com retencdo de agua entre as fibras de
colageno, bem como com a densidade das fibras de colageno na pele, permitindo a
avaliacdo da regido da derme (MERCURIO et al., 2016; FOSSA SHIRATA et al.,
2019). Nas imagens obtidas é possivel observar uma diferenca de coloragéo, sendo
visualmente perceptivel o acompanhamento da melhora da pele. A escala de
ecogenicidade da pele obtida pelo equipamento é: branco > vermelho > amarelo >

verde > azul > preto, sendo que quanto mais proximo da coloracdo preta, pior € 0
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estado geral da pele.

O microscopio confocal de reflectancia (Vivascope 1000®), € um equipamento
inovador que permite a avaliacdo de alteracdes morfoldgicas e estruturais na pele, com
a obtencao de imagens por um método nao invasivo, sem a necessidade de biépsias.
As imagens obtidas podem ter varios parametros como a espessura do estrato cérneo,
espessura média, minima e maxima da epiderme viavel, profundidade do sulco e a
profundidade da papila dérmica, entre outros, que podem ser analisados em conjunto
ou individualmente, dependendo do objetivo do estudo (MERCURIO et al., 2016;
MERCURIO, et al., 2015).

O Vivascope permite visualizar modificacbes em varios parametros como na
epiderme, morfologia celular e modificagbes no coldgeno presente na matrix
extracelular. As imagens fornecidas pelo microscépico de reflectancia a laser nos
fornece informacdes sobre espessura das camadas da epiderme, organizagcdo dos
gueratinécitos, mudancas no padrao de pigmentacéo, estrutura na rede de colageno,
entre outros (CAMPOS et al., 2017).



3. OBJETIVO
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O presente estudo tem como objetivo desenvolver e avaliar a eficacia clinica de
formulacdes dermocosméticas com finalidades antiglicante acrescidas dos extratos
aquosos de semente de girassol (Helianthus annuus) e de alga vermelha, Hypnea

musciformis.



4. MATERIAL E METODOS




4.1. Pesquisa e Desenvolvimento das formulacdes

4.1.1 Desenvolvimento das formulagdes

37

Foi desenvolvida uma formulacéo gel creme para os cuidados da pele com bases

compativeis com os diferentes tipos de pele, de forma a serem obtidas formulagfes

estaveis e com caracteristicas sensoriais adequadas as finalidades propostas. Foi

adicionado ou ndo a concentracaode 2% do extrato da alga vermelha ou 2 % de extrato

de alga vermelha com 4% de extrato de girassol associacao dos ativos na formulacéo

final. As matérias primas e formulagcfesestao descritas na Tabela 1 de acordo com a

nomenclatura INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients).

Tabela 1. Matérias primas e suas concentracdes para o desenvolvimento da formulacdo de gel creme.

Composicéo (INCI) Vo1 V02 V03
Cetearyl Alcohol (and)
Polysorbate 60 (and) Cetearyl 5 5 5
Glucoside
Myristyl Myristate 1 1 1
Caprylic/Capric Triglyceride 2 2 2
Propylene 3 3 3
Glycerin 6 6 6
Cetyl Acetate (and) Oleyl Acetate 1 1 1
(and) Acetylated Lanolin Alcohol
Hypnea musciformis extract 2 2
Helianthus annuus extract 4
EDTA 0,1 0,1 0,1
BHT 0,1 0,1 0,1
Xylityl Sesquicaprylate 0,55 0,55 0,55
Phenoxyethanol (and)
Methylparaben (and) Ethylparaben (and) 0,25 0,25 0,25
Propylparaben (and) Butylparaben
Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone 1 1 1
Crosspolymer
Cyclopentasiloxane 1 1 1
Polyacrylamide (and) C13-14 5 5 5
Isoparaffin (and) Laureth-7
Carbomer 4 4 4

Agua gsp 100

4.1.2 Testes preliminares de estabilidade

As formulagbes em estudo foram submetidas a testes

preliminares de
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estabilidade por centrifugacdo, determinacédo de pH e avaliagdo visual semanal
durante 28 dias, quando mantidas no ambiente e quando submetidas ao estresse
térmico a 5°C e 45°C. No teste de centrifugacdo, 5 gramas de cada amostra foram
centrifugadas a 3000 rpm, por 30 minutos em centrifuga Excelsa Baby I, modelo 206-
R, poténcia 0,0440, Fanem. A medida de pH foi realizada em peagbmetro Analion,
utilizando-se amostras diluidas em agua destilada (10%) (DAVIS et al., 1977). Na
avaliacdo visual foram consideradas as seguintes alteracdes: cor, separacao de fases
e homogeneidade (GASPAR; MAIA CAMPOS, 2003a).

Para o teste de centrifugacéo, 0,5 gramas de cada amostra serdo centrifugadas
por trés ciclos de 30 minutos, a 3000rpm, em centrifuga Excelsa Baby Il, modelo 206-
R, poténcia 0,0440, Fanem. A medida de pH foi feita em um peagametro da marca
Digimed diretamente na amostra de formulacdo. Na avaliagdo organoléptica serdo
consideradas as alteracdes cor, separacdo de fases, homogeneidade (GUARATINI,
GIANETI e CAMPQOS, 2006).

4.1.3 Determinacéao do perfil de textura das formulacdes

A analise do perfil de textura das formulac6es xampu desenvolvidas foi realizada
utilizando-se o equipamento TA.XT Plus Texture Analyzer (Stable Microsystems,
Surrey U.K.) As formulacdes foram avaliadas em termos de espalhabilidade, firmeza
e work of shear (TAI, et al., 2014). Para tal foi utilizado o software Exponent. Para tal
foi utilizado o software Exponent. O acessaorio para a analise de dureza foi um probe
cOnico com angulo de 45°. As medidas foram realizadas 5 vezes e em triplicata,

respectivamente, em temperatura ambiente.

4.1.4 Avaliacdo do comportamento reoldgico das formulacdes gel creme

A determinacgdo do comportamento reoldgico das formulacdes foi feita na etapade
caracterizacdo bem como a avaliacdo da estabilidade utilizando um Redmetro

Brookfield DV3T, em temperatura ambiente.

O software utilizado foi 0 Rheocalc T e os parametros avaliados foram, indice de

fluxo, indice de consisténcia e viscosidade minima aparente.

As amostras foram mantidas na temperatura de 25°C em camara climatica
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modelo TE-4001-TE, marca Tecnal e submetidas a estresse térmico, nas
temperaturas de 5°C e 45°C, em estufa termostatizada com controle de umidade e
fotoperiodo, modelo 111FC (Eletrolab) e geladeira. Foram coletadas para o estudo
reologico, aliquotas de 0,59 das amostras em intervalos de tempo de 7, 14, 21, 28 e
56 dias (SOUZA et al., 2017). Para os calculos foi utilizado o software OriginPro 8® e

para analise estatistica e graficos o software GraphPad Prism 6®.

4.2 Casuistica e métodos
4.2.1 Triagem das participantes

Apé6s a aprovacdo do comité de ética (CEP/FCFRP no. 451 — CAAE no
73911117.6.0000.5403), foram recrutadas 28 participantes do sexo feminino, com
idades entre 39-55 anos (+-49,07), fototipos Fitzpatrick de pele II-lll para
caracterizacdo da pele diabética. Foram divididas em 2 grupos: o grupo 1 consistiu

em 14 participantes saudaveis e 0 grupo 2 em 14 participantes diabéticos.

Para a fase clinica foram recrutadas ao todo 59 participantes de estudo, com a
mesma faixa etéria e etnia, sendo entre elas 21 saudaveis e 38 diabéticas do tipo 2
gue foram separadas em 3 grupos: formulacao veiculo, formulacdo com extrato de
alga vermelha e formulagcdo com associacao das substancias ativas de semente de
girassol e alga vermelha. Para o recrutamento foi realizada uma anamnese para
percepcao dos habitos de saude, com perguntas sobre habitos alimentares, ingestao
de &gua, uso de filtro solar e presenca de alergias cosméticas. Para as participantes
diabéticas, elas deveriam ter sido diagnosticadas por pelo menos 5 anos e quando o

tratamento foi iniciado também foi questionado.

O fator de néo inclusao foi se o participante era fumante, gravida ou com doencas
dermatolégicas. Os experimentos foram realizados na Escola de Farmacéutica
Ciéncias de Ribeiréo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Sao Paulo,
Brasil, em uma sala de 21 + 2°C e 45% a 55% de umidade relativa, na regiao
nasolabial sendo randomizada. As participantes foram aclimatadas na sala por pelo
menos 15 minutos antes das medidas serem tomadas para permitir a adaptacéao

completa de sua pele.

As participantes foram esclarecidas e orientadas sobre os objetivos e métodosda

pesquisa e, concordando em participar do estudo, assinaram o Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos os estudos de eficacia foram
realizados e supervisdo do médico dermatologista, Dr. Jodo Carlos Lopes Siméao
(CRM: 94214).

4.2.2 Instrumentagdo — Técnicas de biofisica e analise de imagem

Anteriormente a realizacdo das medidas, as participantes foram aclimatadas por
20 minutos em ambiente com temperatura (20 a 22°C) e umidade relativa do ar (45%

a 55%) controladas.

4.2.2.1 Determinacédo do microrrelevo cutaneo

Neste estudo foi utilizado o equipamento Visioscan® VC98 (Courage & Khazaka,
Alemanha) para a determinac¢do do microrrelevo cutdneo. Este equipamento permite
a avaliacdo quali e quantitativa da superficie da pele nas condicdes fisiolégicas por
meio de técnicas de profilometria Optica, as quais utilizam um processo de
digitalizagdo de imagem obtida por uma camera de video equipada com uma unidade
gue emite luz ultravioleta e a imagem captada fornece um histograma que apresenta
uma distribuicdo de diferentes niveis de cinza,quantificando os pontos escuros, que
correspondem a rugosidade e pontos claros, aos platdés do microrrelevo cutaneo. A
partir de célculos realizados pelo software interno SELS (Surface Evaluation of the
Living Skin), parametros relacionados a rugosidade (Ser - calcula os niveis de cinza
acima do limite em comparacdo com a imagem inteira, reflete a “aspereza” da pele),
rugas (Sew - calculado a partir da proporcdo de rugas horizontais e verticais),
descamagcio (Sesc — nivel de falta de hidratacdo do estrato corneo. E o nimero de
pixels em que o nivel de cinza € maior do que o seu limiar) e maciez da pele (Sesm -
calculado a partir da largura e profundidade média das rugas) séo obtidos (CAMARGO
JUNIOR e MAIA CAMPOS,2011; MELO e MAIA CAMPQOS, 2018).

4.2.2.2 Avaliacao das caracteristicas colorimétricas da pele

A colorimetria é feita pelo aparelho Colorimeter CL 400 (Courage & Khazaka
Electronic GmbH, Kdéln, Alemanha) que quantifica a reflectancia da fonte de luz

monocromatica padrdo na pele. Este fornece os valores de L*a*b, ao qual o a*
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representa o eritema e o L* € proporcional a reducdo da pigmentacdo da melanina.
Também calcula a tipologia angular individual pela medida do arco tangente refletido,

gue é inversamente associado a pigmentacao da pele (TAYLOR et al., 2006).

4.2.2.3 Determinac¢do do conteudo aquoso do estrato cérneo

Para a determinacdo do conteudo aquoso do estrato corneo foram realizadas
medidas utilizando o equipamento Corneometer® CM 825 (Courage & Khazaka
Electronic GmbH, Kéln, Alemanha), o qual, por meio da medida da capacitancia
elétrica, mede o nivel de hidratagédo do estrato corneo (DAL'BELO, et al., 2006). Foram
realizadas 5 medidas em cada regido de estudo, sendo calculada a média dosvalores
obtidos. Os resultados séo fornecidos em unidades arbitrarias (UA) onde estima-
se que 1 UA corresponda a 0,2 - 0,9 mg de agua por grama de estrato corneo
(DAL'BELO; GASPAR; CAMPOS, 2006; MELO e MAIA CAMPOS, 2018).

4.2.2.4 Determinacao da perdatransepidérmica de agua (TEWL)

Para avaliagdo da funcdo barreira da pele, foi utilizado o equipamento
Tewameter® TM 210 (Courage & Kazaka), cuja funcdo é medir a evaporacéo de agua
da superficie da pele (ROGIERS, 2001; DAL'BELO et al., 2006). Este equipamento é
acoplado a um software, cuja funcdo € medir a perda transepidérmica de agua -
TEWL, baseado no principio de difusdo descrito por Adolf Fick em 1855. Os valores
séo dados em g.m2.h-1. A sonda do aparelho permanece por 20 segundos sobre a
pele nas regifes de estudo, e o valor médio das medidas obtidas neste intervalo de
tempo € empregado nos célculos posteriores (GIOIA; CELLENO, 2002, MAIA
CAMPQOS, et al., 2016). As medidas foram realizadas em triplicata e posteriormente

foi realizado o célculo da média dos valores obtidos.

4.2.2.5 Determinacédo da distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele

O sensor do MoistureMap 100MM (Courage-Khazaka, Alemanha), fornece
informacdes graficas sobre a distribuicdo da hidratacdo da superficie e topografia da
pele através de medidas de capacitancia e analise de imagem. A sonda é pressionada

sobre a area a ser analisada e obtém-se com o auxilio do software as imagens as
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guais posteriormente sdo transformadas em valores numéricos.

4.2.2.6 Avaliacao linhas, rugas e homogeneidade na textura da pele.

Para a detec¢do das manchas visiveis e as visiveis apenas com a luz UV sera
utilizado o equipamento Visioface® 1000 D (Courage-Khazaka, Alemanha). Este
equipamento fornece imagem da pele iluminada por diodos emissores de luz branca
(white LED) e por diodos emissores de luz semelhante ao UV (UV-like LED),
respectivamente. Sobre as imagens obtidas, o software calcula a porcentagem de
poros, linhas e rugas, e a homogeneidade na textura da pele (HERMANNS-LE et. al.,
2013; LEVY et al., 2004).

4.2.2.7 Avaliacdo das caracteristicas da derme por ultrassom de alta

frequéncia

Para a avaliacdo da ecogenicidade e espessura da derme foi utilizado um
equipamento de ultrassom de 20MHz (Dermascan® C, Cortex Technology). A
ecogenicidade, por unidade de area, € determinada em pixels, com o auxilio de um
software. Tal parametro esta relacionado com retencdo de agua entre as fibras de
colageno e com o envelhecimento e fotoenvelhecimento (GIANETI e MAIA CAMPOS,

2014). Essa andlise foi realizada nas regides frontal, malar e vertex capilar.

4.2.2.8 Avaliacéo das propriedades mecénicas da pele - viscoelasticidade

Para a avaliacdo das propriedades viscoelasticas da pele foi utilizado o aparelho
Cutometer® Dual MPA (Courage & Khazaka, Alemanha), equipado com duas sondas,
uma com orificio de 4mm e outra com orificio de 2mm. Este equipamento mede a
deformacéo da pele em resposta a sucgao, ou seja, a pressao negativa que é criada
pelo dispositivo de leitura provoca sensivel penetracédo da peleno orificio e o nivel de
penetracéo obtido € determinado por um sistema de leitura otica, no qual a intensidade
daluminosidade captada € proporcional a penetracdo dapele no dispositivo (GIANETI,
et al, 2013).

Na pesquisa cosmética, diversos estudos utilizando a sonda com 2mm de

abertura, podem ser encontrados. Com esse diametro, € possivel avaliar as
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propriedades mecéanicas da regido da epiderme. Com o auxilio de uma sonda com
maior abertura, como 4 mm por exemplo, € possivel obter mais informacdes, uma vez
gue essa abertura permite a avaliagdo da pele com maior profundidade, permitindo a
avaliacdo da regido da derme. Em associacdo com outras técnicas, € possivel uma

avaliacdo mais completa dessa regiao da pele.

4.2.2.9 Avaliagado das caracteristicas morfologicas e estruturais da pele

A avaliacdo das caracteristicas celulares das diferentes camadas da pele foi
realizada utilizando o microscépio confocal de reflectancia a laser - Vivascope® 1500,
o qual utiliza uma fonte a laser com um comprimento de onda de 830 nm. As imagens
foram obtidas na regido periorabital da face em triplicata e a cada 1,5 ym a partir do
estrato cérneo até a profundidade de 37,5 uym e a cada 3 ym até a profundidade de
132,5um (MERCURIO, et al., 2015). A avaliagdo da morfologia do colageno na derme
papilar foi feita com base no escore proposto por LONGO et al., (2011), onde foram
avaliados os seguintes descritores: presenca de colageno fino e reticulado, presenca
de colageno grosseiro, presenca de colageno amontoado e desorganizado, presenca
de colageno ondulado e brilhante, os quais permitem identificar os sinais de

envelhecimento, bem como, alteragbes na morfologia da pele.

4.2.3 Caracterizacao da pele saudavel e pele diabética

O estudo foi realizado em duas etapas: na primeira etapa, 28 participantes do
sexo feminino, com idade entre 39 a 55 anos, pele fototipos IlI-1ll de Fitzpatrick (1993)

foram recrutadas, sendo 14 saudaveis e 14 diabéticas.

Para tal, a pele das participantes frami avaliadas na regido nasolabial e
periorbital da face (Figura 1) em relacdo as propriedades mecéanicas da pele,
caracteristicas morfolégicas e estrututais da derme, a hidratacdo pelo conteudo
aquoso do estrato corneo e a perda transepidérmica de agua, area, profundidade e
volume das rugas, coloracdo. A segunda etapa consistiu de 12 participantes (6
saudaveis e 6 diabéticas) cuja pele foi analisada por Microscopia Confocal de
Reflectancia - MCR. Uma anamnese foi feita para o conhecimento de seus habitos de
saude. Para as diabéticas, questbes sobre o tempo diagnosticado da doenca e o inicio

do tratamento também foram incluidas.
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Figura 1. Regides de andlise do estudo de caracterizagdo da pele saudavel e da pele diabética.
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4.2.4 Estudo clinico de eficacia das formulagcdes em longo prazo

Para a avaliacdo dos efeitos de longo prazo as participantes do estudo foram
separadas randomicamente em 3 grupos: formulacdo com associacdo de ativos,
formulagdo com um ativo e formulagéo veiculo. A randomizacéo foi processada para
gue tanto a média quanto o coeficiente de varia¢cdo de ambos grupos tivessem a menor

variagao possivel entre eles.

O estudo foi duplo cego, entdo os grupos foram denominados como V01, V02 e
V03, respectivamente. O grupo V01 tiveram 14 participantes saudaveis e 9 diabéticas,
V02 possuiam 12 participantes do estudo diabéticas e V03 tinham 13 participantes de
studo saudaveis e 9 participantes do estudo diabéticas, sendo ao todo foram
recrutadas 59 participantes do estudo. O estudo teve duracéo de 90 dias, as medidas
foram realizadas, antes (basal) apds 45 e 90 dias da aplicacdo das formulagbes sendo
a area nasolabial escolhida para o estudo clinico (Figura 2). As participantes do estudo
foram aconselhadas a utilizar a formulacéo no periodo da noite apés o banho, antes
de dormir e no dia seguinte lavar o rosto e passar o protetor solar de costume. A
guantidade de formulagdo aconselhada para utilizar foi de 0,5. A area de foco do
estudo foi a nasolabial, analisando os parametros de conteudo aquoso do estrato
corneo (hidratacdo), perda transepidérmica de agua (TEWL), microrrelevo da pele,
avaliacdo da ecogenicidade, elasticidade da pele e por fim, caracteristicas

morfoldgicas e estruturais da epiderme.
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Figura 2. Regido de estudo da fase clinica das participantes do estudo com o uso da formulagéo
desenvolvida acrescidas ou néo do ativo por 90 dias.

425 Avaliacdo sensorial das formulacbes, percepcdo de eficacia da

formulagcé&o e intencdo de compra

Para a avaliacdo da percepcao de eficacia e sua intencdo de compra foi
elaborado um questionario que ao término da Ultima medida foi respondido por todas
as participantes. As participantes foram avaliadas, ndo somente em relacdo a
percepcdo da efichcia do produto utilizado pelo periodo, como também foram
realizadas perguntas referentes ao sensorial das trés formulacdes desenvolvidas,
indicando o melhor produto e, se caso fosse comercializado, se comprariam ou néo o

produto.

Em relacdo as prorpriedades sensoriais foram analisados os parametros
imediatos de oleosidade, pegajosidade, suavidade, facilidade em espalhamento e
absorcéo, firmeza e apds 5 minutos as caracteristicas de residuo oleoso, branco,

maciez e hidratacéo da pele e toque seco.

4.3 Analise estatistica e apresentacao dos resultados

Os dados experimentais obtidos na caracterizacdo e no estudo clinico foram
submetidos a andlise estatistica sendo que, no caso de a distribuicdo ser normal, o
teste indicado foi a Analise de Variancia (ANOVA) e no caso de a distribuicdo nao ser
normal, a estatisticafoi a ndo-paramétrica, aplicando o teste de Kruskal-Wallis e

Friedman, para amostras mdltiplas ndo vinculadas e vinculadas, respectivamente.

Os resultados foram apresentados na forma de graficos, tabelas e figuras e

discutidos frente aos dados fornecidos pela literatura consultada. Os softwares
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utilizados foram o Origin Pro 8 para avaliagdoda normalidade dos dados e Graphpad

Prism 8 para analise estatistica e testes de correlagéo.



5. RESULTADOS




5.1 Pesquisa e desenvolvimento das formulacdes

5.1.1 Desenvolvimento das formula¢cdes

5.1.1.1 Testes preliminares de estabilidade
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A formulagdo desenvolvida foi considerada estavel aos testes preliminaresde

estabilidade, ndo apresentando alteracdes significativas no pH, como pode ser

observado (Tabela 2,3 e 4), cor ou separacéo de fases. A avaliacado da estabilidade

também foi realizada de forma complementar com o perfil reolégico das formulacdes.

Tabela 2. Avaliacdo da variacdo do pH da formulacdo gel creme veiculo em temperatura ambiente, de
45°C e de 5°C, respectivamente.
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Tabela 3. Avaliacdo da variagdo do pH da formulagdo gel creme contendo o substancia ativa de alga

vermelha em temperatura ambiente, 45°C e de 5°C, respectivamente.
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5,67
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5,56

5,69

5,58
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5,58
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5,80
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5,69
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5,78
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5,64

5,68
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5,74
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Tabela 4. Avaliacédo da variagdo do pH da formulagéo gel creme contendo a associacdo de substancia
ativa de alga vermelha e semente de girassol em temperatura ambiente, de 45°C e de 5°C,

respectivamente.
TA 45°C 5°C

0 571 5,66 5,61

7 5,75 5,71 5,66 5,71 5,72 5,68 5,74 5,66 5,71
14 5,65 5,71 571 571 5,70 571 5,72 5,71 5,72
21 5,70 5,70 5,69 5,73 5,79 5,73 5,72 5,77 5,74
28 5,70 5,70 5,67 5,58 5,60 5,61 5,62 5,65 5,62
90 5,565 5,64 5,64 5,55 5,55 5,59 5,62 5,59 5,61

5.1.1.2 Determinacao do perfil de textura das formulagdes

A analise de textura mostrou que a adicdo das substancias ativas aquosos de

alga vermelha e da semente de girassol resultaram em uma diminuicdo dos

parametros de firmeza, consisténcia, coesividade e no indice de viscosidade (Figura

3) da formulac&o quando comparada com a formulagao veiculo. Isso era o esperado,

uma vez que, 0 extrato por ser aquoso deixaria a formulacdo base em qual foi
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incorporada mais fluida, tanto que se observa que na formulagdo contendo ambas

substancias ativas é a formulacdo que tem os menores parametros.

Além disso, analisou-se o work of shear (Tabela 5), que esta relacionado com a

espalhabilidade do produto.

Figura 3. Comparacao dos valores de textura obtidos entre as formula¢des desenvolvidas analisando

os parametros de firmeza (g), consisténcia (g.sec), coesividade (g) e indice de viscosidade (g.sec).
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Tabela 5. Comparacdo dos valores obtidos na andlise de espalhabilidade entre as formulagGes
desenvolvidas.

Work of shear (g.sec)

Veiculo Formulacdo com alga vermelha Formulagcdo com associagao
39,57 39,61 41,91
40,68 38,26 41,18
40,57 39,07 41,01

5.1.1.3 Avaliacdo do comportamento reolégico das formula¢cdes gel creme

No perfil reologico das formulagbes desenvolvidas podemos observar que tanto
o acréscimo do ativo aquoso de alga vermelha, quanto na sua associa¢gao com o ativo
de semente de girassol, que também é aquoso, hdo houve mudancas na reologia da
formulagdo durante o periodo estudado de 56 dias. Em relacdo ao perfil de
viscosidade, consisténcia e o indice de fluxo pode-se observar uma variacdo destes
parametros conforme o tempo e da temperatura que a formulacéo foi submetida para
analise. Entretanto, essa variagdo ndo promoveu nenhum tipo de dano no corpo da

formulag&o que se manteve estavel durante todo o estudo pré liminar e na fase clinica.
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Figura 4. Avaliac@o dos pardmetros da viscosidade minima aparente indice de consisténcia e indice

de fluxo e da formulacéo gel creme veiculo em temperatura ambiente.
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Figura 5. Avaliagdo dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo e da formulagé&o gel creme veiculo em temperatura 5°C.
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Figura 6. Avaliacao dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo e das formula¢des gel creme veiculo em temperatura 45°C.
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Figura 7. Avaliacao dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo e das formula¢des gel creme contendo o ativo de alga vermelha em temperatura ambiente.
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Figura 8. Avaliacao dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo e das formulacdes gel creme contendo o ativo de alga vermelha em 5°C.
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Figura 9. Avaliacdo dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo das formulac¢des gel creme contendo o ativo de alga vermelha em 45°C.
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Figura 10. Avaliacao dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo das formulacdes gel creme contendo a associa¢ao do ativo de alga vermelha e da semente de

girassol em temperatura ambiente.
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Figura 11. Avaliagdo dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo das formulac¢des gel creme contendo a associa¢do do ativo de alga vermelha e da semente de

girassol em 5°C.
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Figura 12. Avaliacdo dos parametros da viscosidade minima aparente, indice de consisténcia e indice

de fluxo das formulac¢des gel creme contendo a associa¢do do ativo de alga vermelha e da semente de

girassol em 45°C.
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Figura 13. Comportamento reoldgico no periodo de 56 dias (T56) em intervalos de 7 dias, da

formulacao veiculo, nas temperaturas ambiente (A), 45°C (B) e 5°C (C).
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Figura 14. Comportamento reoldgico no periodo de 56 dias (T56) em intervalos de 7 dias, da

formulacao veiculo, nas temperaturas ambiente (A), 45°C (B) e 5°C (C).
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Figura 15. Comportamento reolégico no periodo de 56 dias (T56) em intervalos de 7 dias, da

formulacao veiculo, nas temperaturas ambiente (A), 45°C (B) e 5°C (C).
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5.2 Caracterizacdo da pele das participantes de estudo saudaveis e diabéticas

5.2.1 Determinacédo da perda transepidérmica da dagua —TEWL

Foi possivel observar uma diferenca estatisticamente grande entre o grupo com

pele saudavel e o grupo com a pele diabética (Figuras 16 e 17), principalmente na

regido periorbital. A andlise do TEWL € considerada importante, uma vez que, € uma

das referencias para avaliar a integridade da pele (MERCURIO et al. 2013).

Além disso valores maiores de TEWL foram encontrados nas participantes de

pesquisa diabéticas quando comparadas com as saudaveis.

Figura 16. Comparacéo da perda transepidérmica de agua entre o grupo saudavel e grupo diabético

na regido periorbital da face. **Significante (p = 0,009).
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Figura 17. Comparacgédo da perda transepidérmica de agua entre o grupo saudavel e grupo diabético

na regido nasolabial da face. *Significante (p = 0,03).
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5.2.2 Determinacédo do conteudo aquoso do estrato corneo

Né&o foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre o conteido aquoso do

estrato corneo, tanto na regiao nasolabial (Figura 18) quanto na regido periorbital da

face entre os grupos de estudo (Figura 19). Com isso, considera-se que ambos 0s

grupos possuiam o mesmo nivel de hidratacao da pele.

Figura 18. Comparacéo do conteldo aquoso de agua na pele (hidratagcdo) entre o grupo saudavel e

grupo diabético na regido nasolabial da face
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Figura 19. Comparacéo do conteldo aquoso de agua na pele (hidratagdo) entre o grupo saudavel e

grupo diabético na regido periorbital da face.
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5.2.3 Avaliacédo da coloracédo da pele

Na determinacao da diferenca de coloracao da pele entre os grupos, foi possivel

observar uma modificacdo significativa entre os valores de b, que estéo relacionados

a cor amarela. No grupo diabético foi detectado uma colora¢cdo mais amarelada nas

regides de estudo quando comparado com o grupo saudavel (Figura 20).

Isso pode estar relacionado com a quantidade maior de reacdes de Schiff que

aumenta a producao dos produtos finais de glicacdo que possuem uma cor amarelada
(VAN et al. 2008; SUEKI et al. 1991; NIKOLEISHVILi et al. 2006).

Figura 20. Comparacgéo da coloracao da pele entre o grupo saudavel e grupo diabético na regido

periorbital (A) e nasolabial (B) da face. *Significante (p = 0.04 e p = 0.02, respectivamente).
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5.2.4 Avaliacdo dos parametros de volume, area e profundidade das rugas da

pele por imagens de alta resolucéao

Na analise por meio através de imagens de alta resolucdo foi possivel observar
uma quantidade maior e mais profundas de rugas no grupo diabético quando

comparada com o grupo saudavel em ambas regiées de estudo.

Além disso, com base nos dados obtidos foi constatado que as rugas presentes
na pele das diabéticas possuiam maior &rea, volume e profundidade na regido
periorbital, enquanto na regido nasolabial apresentavam apenas maior profundidade

gquando comparadas com o outro grupo de estudo (Figura 21).

Figura 21. Comparacao entre volume, area e profundidade das rugas na regido periorbital (A, B, C)
entre o grupo saudavel e diabético e profundidade na regido nasolabial (D) da face. Significante (***p
=0.0002; **p = 0.005, *p = 0.0235).
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5.2.5 Avaliacdo das caracteristicas da derme por ultrassom de alta frequéncia

Na caracterizacdo foi possivel observar que as participantes diabéticas
apresentaram uma quantidade maior de pixels hipoecogénicos (Figura 22) quando

comparadas com as participantes saudaveis apenas na regiao nasolabial.

Correlacionando com isso hda um maior razdo de ecogenicidade com as
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participantes diabéticas apresentando menor ecogenicidade (Figura 23). Isso pode
ser devido ao aumento excessivo do crosslinking dos AGEs que deixa o colageno
disfuncional (BEHM et al., 2012; YOON et al., 2002).

Figura 22. Comparacdo do parametro de pixels hipoecogénico entre 0s grupos com participantes
saudaveis e diabéticos na regido nasolabial analisada. Maiores valores pixels hipoecogenicos indica

maiores altera¢des na derme. *Significante (p=0.04).
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Figura 23. Avaliacdo da razéo da ecogenicidade da derme - nimero de pixels hipoecogenicos/
namero de pixels totais entre 0s grupos com participantes saudaveis e diabéticos na regido nasolabial.
da face. * Significante (p=0.04).
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5.2.6 Avaliacdo das propriedades mecanicas da pele — viscoelasticidade

Na analise das propriedades elasticas da pele foi possivel avaliar que no grupo
diabético teve valores menores significativas no parametro do R5 (Figura 24) na regiao
nasolabial da face. Os outros parametros analisados R2, R6 e R7 nao apresentaram
nenhuma diferenca estatisticamente significativas em nenhuma das regifes de

estudo.
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Figura 24. Comparacgdo da avaliagdo do parametro R5 — elasticidade da pele (retracdo imediata/
distensao imediata - Ur/Ue) da regido nasolabial entre o grupo saudavel e diabético *** Significante
(p=0.0002).
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5.2.7 Avaliacao das caracteristicas morfolégicas e estruturais da pele

Por meio da analise de imagens obtidas do Microscopio Confocal de
Reflectancia (MCR) foi possivel observar que hd maiores modificagbes estruturais
presentes na pele dos portadores de diabetes em relacdo a pele dos participantes
saudaveis. Tais modificacbes foram a presenca de mais exacerbada de coladgeno
grosseiro e amontoado, como Longo et al. 2013 descreve como Longo et al. 2013

descreve (Figura 25).

Também é possivel observar a presenca de papilas policiclica (Figura 26) em
maior quantidade. As alteracdes na morfologia das papilas podem estar
correlacionadas ao o envelhecimento mais acentuado da pele diabética devido a
glicacdo, onde ha a desestruturacédo da fibra de coldgeno e consequentemente uma
perca na morfologia da pele, o que pode-se ver na figura 27 cuja as participantes
diabéticas apresentaram uma profundidade na papila dérmica maior quando

comparada com o grupo saudavel.
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Figura 25. Imagens representativas obtidas pelo MCR — As setas indicam a presenta de colageno

grosseiro e amontoado no grupo diabético (A) e a presenca de colageno reticulado no grupo saudavel

(B).

Figura 26. Imagens representativa obtidas pelo MCR da regido de juncao derma-epidérmica no grupo
diabético (A) e no grupo saudavel (B). As setas evidenciam a presenta das papilas policiclicas em maior

guantidade no grupo diabética do que no grupo saudavel. z=126 pum
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Figura 27. Comparacdo da profundidade da papila dérmica entre o grupo saudavel e diabético.
Significante (*p=0.03).
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5.3 Avaliacdo dos efeitos clinicos a longo prazo do grupo V01
5.3.1 Determinacédo do conteudo aquoso do estrato corneo
O resultado da avaliacdo do contetudo aquoso do estrato corneo — hidratagéo,

esta representado na Figura 28. Nao houve aumento significativo na hidratacdo em

ambos o0s grupos, com uso da formulacdo com associacéo de substancias ativas.

Figura 28. Contetdo aquoso do estrato cdrneo da regido nasolabial da face, sendo VO1 S - o grupo

saudavel e VO1 D ogrupo diabético que utilizou a formulag&o contendo associacdo de extratos.
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5.3.2 Determinacdo da distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele

Os resultados da distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele representados
pelos indices Gray Index T e MGL na Figura 29 ndo houve aumento significativo na
hidratagdo em ambos os grupos no periodo de estudo. Nas figuras 30 e 31
temos as imagens topograficas da distribuicdo da dgua na superficie da epiderme
onde podemos perceber que houve uma hidratacdo com o uso da formulagéo

desenvolvida, porém nao significativa.

Figura 29. Distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele representados pelos indices Gray Index T
e MGL, sendo V01 S, o grupo saudavel e VO1 D, o grupo diabético que utilizou a formulac¢éo contendo
associacdo de extratos.
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Figura 30. Imagem representativa da topografia da distribuicdo da dgua na superficie da pele das
participantes de pesquisa diabéticas no tempo basal (A), ap6s 45 dias de uso do produto (B) e ap6s 90
dias (C).

Figura 31. Imagem representativa da topografia da distribuicdo da agua na superficie da pele das
participantes de pesquisa saudaveis no tempo basal (A), ap6s 45 dias de uso do produto (B) e ap6s 90
dias (C).

5.3.3 Determinacédo da perda transepidérmica de agua (TEWL)

N&do foi possivel observar nenhuma alteracdo relacionada na perda
transepidérmica de agua — TEWL, em nenhum dos grupos que fizeram o uso da

formulag&o desenvolvida apds 90 dias de uso (Figura 32).
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Figura 32. Perda transepidérmica de 4gua na regido nasolabial da face, sendo V01 S, o grupo saudavel

e V01 D, ogrupo diabético que utilizou a formulagéo contendo associagdo de extratos.
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5.3.4 Determinacédo do pH da pele

A utilizacdo da formulacéo ndo promoveu alteracdes no pH da pele de ambos os

grupos apos 90 dias de uso (Figura 33).

Figura 33. Avaliagéo do pH da pele na regido nasolabial da face, sendo V01 S, o grupo saudavel e V01

D, ogrupo diabético que utilizou a formulacdo contendo associacédo de extratos.
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5.3.5 Determinac¢ao do microrrelevo cutaneo

N&o foram observadas alteracdes significativas Ser, Sesc, Sew ou Sesm (Figura
34). Percebe-se uma diminuicdo mais acentuada do Sesc para o grupo diabético
guando comparado com o grupo saudavel, porém nao estatisticamente diferente entre

0sS tempos.

Figura 34. Avaliacdo do par&dmetro Ser, que indica a rugosidade da pele (A), na regido nasolabial da
face, Sesc (B), que indica a descamacéo da pele, Sesm, que indica a maciez da pele (C) e Sew, que
avalia as rugas presentes na pele (D) na regido nasolabial da face, sendo V01 S, o grupo saudavel e

V01 D, o rupo diabético que utilizou a formulagdo contendo associagéo de extratos
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5.3.6 Avaliacao das caracteristicas da derme por ultrassom de alta frequéncia

Na regido nasolabial da face, houve queda significativa na quantidade de nimero
de pixels hipocogénicos quando comparando o tempo inicial com o tempo apds 90
dias com o uso da formulacéo (Figura 35 e Figura 38) apenas no grupo diabético. Em

relacdo a razdo de ecogenicidade (Figura 36) também houve uma queda
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estatisticamente significativa apenas no grupo das diabéticas quando comparando o
tempo basal ap6s 3 meses de tratamento. Foi possivel observar melhora na

ecogenicidade, com a reducao na razao de pixels baixos sobre 0s pixels totais.

Com tudo, nao foi possivel notar uma variacao significativa na espessura da

derme (Figura 37) ap0s 90 dias de aplicacédo da formulacdo em ambos 0s grupos.

Figura 35. Numero de pixels hipoecogénicos na regido nasolabial face, sendo V01 S, o grupo saudavel
e VO1 D, o grupo diabético, que utilizou a formulagdo contendo associacdo de extratos. Significante

(**p=0.0414). Maiores valores pixels hipoecogénicos mostra mais danos na pele.
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Figura 36. Ecogenicidade da pele em relagdo do nimero de pixels hipoecogénicos pelo nimero de
pixels totais, na regido nasolabial face, sendo V01 S, o grupo saudavel e VO1 D, ogrupo diabético que

utilizou a formulagéo contendo associagéo de extratos. Significante (**p=0.0070).
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Figura 37. Espessura da derme em milimetros (mm) na regido nasolabial face, sendo VO1 S, o grupo

saudavel e V01 D, o grupo diabético, que utilizou a formulacdo contendo associacdo de extratoss.
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Figura 38. Imagens representativas do ultrassom de alta frequéncia na regido nasolabial da face de
uma participante do estudo diabética no tempo inicial (A), ap6s 45 dias (B) e apds 90 dias (C) de uso

da formulagdo contendo associacao dos extratos.

5.3.7 Avaliacédo das propriedades mecanicas da pele — viscoelasticidade

Os resultados do tempo basal das propriedades viscoelasticidade (Figura 39) da
pele apresentaram problemas levando a ndo obtencdo dos mesmos, sendo possivel

apresentacéo apenas dos valores dos tempos 45 e 90.

N&o foram observadas nenhuma alteracdo significativa durante o periodo de

estudo em nenhum dos parametros analisados pele.

Os AGEs tém papel fundamental no decaimento da elasticidade da pele. A
influéncias desses produtos sob o cross-linking do colageno resulta em mudancas
fisiol6égicas das propriedades do colageno, o que faz com que haja o aumento da
rigidez, maior incidéncia de ruptura e variagbes na temperatura e solubilidade (XIN et
al., 2019)
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Figura 39. Avaliacdo do parametro RO, que indica a distensao total da pele (A), R1, que indica a
deformacgéo residual (B), R2, que indica a viscoelasticidade (C), R5, que indica a elasticidade net (D),
R6, que indica a por¢do da viscoelasticida (E) e R7, que indica a elasticidade biolégica da pele (F) na
regido nasolabial face, sendo V01 S, o grupo saudavel e VO1 D, o grupo diabético que utilizou a

formulacdo contendo associacao de extratos.
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5.4 Avaliacdo dos efeitos clinicos em longo prazo do grupo v02
5.4.1 Determinacao do conteddo aquoso do estrato corneo

Os resultados da avaliagcao do conteudo aquoso do estrato cérneo — hidratacéo,
esta representado na Figura 40. Houve aumento significativo na hidratacdo do grupo

diabético com uso da formulacdo com ativo da alga vermelha.
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Figura 40. Contetdo aquoso do estrato corneo da regido nasolabial da face, sendo D, ogrupo diabético

gue utilizou a formulacao contendo o ativo de alga vermelha (*p=0.0175)
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5.4.2 Determinacgéo da distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele

Os resultados da distribuicdo da hidratacdo da superficie da pele representados
pelos indices Gray Index T e MGL na Figura 41, ndo houve aumento significativo na

hidratacdo em ambos 0s grupos no periodo de estudo.

Na figura 42 temos a imagem topografica da distribuicdo da agua na superficie
da epiderme onde podemos perceber que houve uma hidratagdo com o uso da

formulacéo desenvolvida, porém nao significativa.
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Figura 41. Distribuicdo da hidratagdo da superficie da pele representados pelos indices Gray Index T

e MGL, sendo D, ogrupo diabético que utilizou a formulagédo contendo o extrato de alga vermelha.
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Figura 42. Imagem representativa da topografia da distribuicdo da agua na superficie da pele das
participantes de pesquisa diabéticas no tempo basal (A), ap6s 45 dias de uso do produto (B) e ap6s 90
dias (C).

5.4.3 Determinacdo da perda transepidérmica da agua (TEWL)

Na Figura 43 foi possivel observar que houve alteracdo significativa em todos os
tempos de estudo relacionada na perda transepidérmica de agua — TEWL no grupo

de estudo com o uso da formulacgéo.
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Figura 43. Perda transepidérmica de agua na regido nasolabial da face, sendo D, o grupo diabético

gue utilizou a formulagao contendo o extrato de alga vermelha.
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5.4.4 Determinacédo do pH da pele

A utilizac&o da formulacédo ndo promoveu alteracdes no pH da pele do grupo de

estudo apos 90 dias de uso (Figura 44).

Figura 44. Avaliacdo do pH da pele na regido nasolabial da face, sendo D, ogrupo diabético que utilizou

a formulagéo contendo o ativo de alga vermelha.
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5.4.5 Determinag&o microrrelevo cutaneo

N&o foram observadas alteracdes significativas Ser, Sesc, Sew ou Sesm (Figura
45), porém percebe-se uma diminuicdo acentuada do Sesc mas sem significancia

estatistica.

Figura 45. Avaliacdo do pardmetro Ser, que indica a rugosidade (A), Sesc, que indica a descamacao
(B), Sesm, que indica a maciez (C) e Sew, que avalia as rugas (D) na pele sendo D, ogrupo diabético

gue utilizou a formulagdo contendo o ativo de alga vermelha.
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5.4.6 Avaliacdo das caracteristicas da derme por ultrassom de alta frequéncia

Na regido nasolabial da face, houve queda significativa na quantidade de numero
de pixels hipocogénicos quando comparando o tempo inicial com o tempo apés 90

dias com o uso da formulacgéo (figura 46 e Figura 49) no grupo de estudo.

Em relacdo a razdo de ecogenicidade (Figura 47) também houve uma queda
estatisticamente significativa quando comparando o tempo basal ap6s 3 meses de
tratamento, porém também foi observado uma diminui¢éo da relacao na metade do

tratamento, mostrando j& uma eficacia do mesmo.

Foi possivel observar melhora na ecogenicidade, com a reducdo na razdo de
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pixels baixos sobre os pixels totais.

Ja em relacédo a espessura, foi possivel observar uma diminuicao significativa
apos 45 dias do uso da formulacao (figura 48) e aumento do mesmo no tempo restante

do tratamento, que néo foi significativo.

Figura 46. Relacdo do nimero de pixels hipoecogénicos na regido nasolabial face, sendo D, ogrupo
diabético, que utilizou a formulagédo contendo o extrao de alga vermelha. Significante (***p=0.0001).

Maiores valores pixels hipoecogénicos mostra mais danos na pele.
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Figura 47. Avaliagcdo da ecogenicidade da pele em relagdo do numero de pixels hipoecogénicos pelo

ndmero de pixels totais, na regido nasolabial face, sendo D, ogrupo diabético que utilizou a formulagéo

com o extrato de alga vermelha. Significante (**p=0.0045; ****p=<0.0001).
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Figura 48. Espessura da derme em milimetros (mm) na regido nasolabial face sendo D, o grupo

diabético, que utilizou a formulagéo contendo o ativo de alga vermelha.
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Figura 49. Imagem do ultrassom de alta frequéncia na regido nasolabial das participantes do estudo
diabéticas no tempo inicial (A), apos 45 dias (B) e apds 90 dias (C) de uso da formulagao contendo o

extrato de alga vermelha.

5.4.7 Avaliacdo das propriedades mecanicas da pele - viscoelasticidade

Os resultados do tempo basal das propriedades viscoelasticidade da pele
apresentaram problemas levando a ndo obtencdo dos mesmos, sendo possivel

apresentacdo apenas dos valores dos tempos 45 e 90 (Figura 50).

N&o foram observadas nenhuma alteracdo significativa durante o periodo de

estudo em nenhum dos parametros analisados pele.
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Figura 50. Avaliacdo do parametro RO, que indica a distensao total da pele (A), R1, que indica a
deformacgéo residual (B), R2, que indica a viscoelasticidade (C), R5, que indica a elasticidade net (D),
R6, que indica a porgéo da viscoelasticidade(E) e parametro R7, que indica a elasticidade bioldgica da
pele, na regido nasolabial face, sendo D o grupo diabético que utilizou a formulacéo contendo o ativo

de alga vermelha.
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5.5 Avaliacdo dos efeitos clinicos a longo prazo do grupo V03

5.5.1 Determinacédo do conteudo aquoso do estrato corneo

O resultado da avaliacdo do conteudo aquoso do estrato cérneo — hidratacéo,
esta representado na Figura 51. Houve aumento significativo na hidratacdo no grupo
saudavel, tanto apos 45 dias como apos 90 dias de tratamento com uso da formulacao

veiculo.
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Figura 51. Contetido aquoso do estrato cOrneo da regido nasolabial da face, sendo VO3 S - o grupo
saudavel e VO3 D o grupo diabético que utilizou a formulagdo veiculo. Significante (*p=0.0241;
***n=0.0002).
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5.5.2 Determinacdo da distribuicdo da hidratacédo da superficie da pele

Os resultados da distribuicéo da hidratacdo da superficie da pele representados
pelos indices Gray Index T e MGL na Figura 52, ndo houve aumento significativo na

hidratacdo em ambos os grupos no periodo de estudo.

Nas figuras 53 e 54 temos a imagens topograficas da distribuicdo da agua na
superficie da epiderme onde podemos perceber que houve uma hidratagdo com o uso

da formulacdo desenvolvida, porém nao significativa.
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Figura 52. Distribuicdo da hidratagcdo da superficie da pele representados pelos indices Gray Index T

e MGL, sendo V03 S, o grupo saudavel e V03 D, ogrupo diabético que utilizou a formulagéo veiculo.
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Figura 53. Imagem representativa da topografia da distribuicdo da 4gua na superficie da pele das

participantes de pesquisa diabéticas no tempo basal (A), ap6s 45 dias de uso do produto (B) e ap6s 90
dias (C).
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Figura 54. Imagem representativa da topografia da distribuicdo da dgua na superficie da pele das

participantes de pesquisa saudaveis no tempo basal (A), apds 45 dias de uso do produto (B) e apds 90
dias (C).
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5.5.3 Determinacédo da perda transepidérmica da agua (TEWL)

N&o foi possivel observar nenhuma alteracdo relacionada na perda
transepidérmica de agua — TEWL, em nenhum dos grupos que fizeram o uso da

formulag&o desenvolvida apds 90 dias de uso (Figura 55).
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Figura 55. Perda transepidérmica de 4gua na regiéo nasolabial da face, sendo V03 S, o grupo saudavel

e V03 D, ogrupo diabético que utilizou a formulagéo veiculo.
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5.5.4 Determinacgéo do pH da pele
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A utilizacédo da formulacdo ndo promoveu altera¢cdes no pH da pele de ambos os

grupos apoés 90 dias de uso (Figura 56).

Figura 56. Avaliacdo do pH da pele na regido nasolabial da face, sendo V03 S, o grupo saudavel e VO3

D, ogrupo diabético que utilizou a formulacao veiculo.
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5.5.5 Determinac¢do do microrrelevo cutaneo

N&o foram observadas alteracdes significativas Ser, Sesc, Sew ou Sesm (Figura

57), porém percebe-se uma diminuicdo acentuada do Sesc mas sem significancia
estatistica.

Figura 57. Avaliacdo do parametro Ser, que indica a rugosidade da pele (A), Sesc, que indica a
descamacéo (B), Sesm, que indica a maciez (C) e Sew (D) que avalia as rugas presentes da pele, na
regido nasolabial da face, sendo V03 o grupo saudavel e VO3 D, o grupo diabético que utilizou a

formulagéo veiculo.
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5.5.6 Avaliacdo das caracteristicas da derme por ultrassom de alta frequéncia

Na regido nasolabial da face, ndo houve queda significativa na quantidade de
namero de pixels hipocogénicos quando comparando o tempo inicial com o tempo
apos 90 dias com o uso da formulacado (Figura 58 e Figura 61) no grupo de estudo e

nem na espessura da derme (Figura 60).
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Em relacdo a razdo de ecogenicidade (figura 59) foi possivel observar uma
melhora da ecogenicidade apenas no grupo saudavel apds o periodo de tratamento

com a formulagé&o placebo.

Figura 58. Relacdo do numero de pixels hipoecogénicos na regido nasolabial face, sendo V03 S, o
grupo saudavel e V03 D, ogrupo diabético, que utilizou a formulacdo veiculo. Maiores valores pixels

hipoecogénicos mostra mais danos na pele.
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Figura 59. Avaliacao da ecogenicidade da pele em relagdo do nimero de pixels ecogénicos pelo nimero
de pixels totais, na regido nasolabial face, sendo V03 S, o grupo saudavel e VO3 D, o grupo diabético

gue utilizou a formulacao veiculo.
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Figura 60. Espessura da derme em milimetros (mm) na regido nasolabial face, sendo V03 S, o grupo

saudavel e V03 D, ogrupo diabético, que utilizou a formulacao veiculo.
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Figura 61. Imagem do ultrassom de alta frequéncia na regido nasolabiall das participantes do estudo

diabéticas no tempo inicial (A), apds 45 dias (B) e apds 90 dias (C) de uso da formulacéo veiculo.

5.5.7 Avaliagcao das propriedades mecanicas da pele — viscoelasticidade

Os resultados do tempo basal das propriedades viscoelasticidade da pele
apresentaram problemas levando a ndo obtencéo dos valores no tempo basal, apenas

nos tempos 45 e 90.

Nao foram observadas nenhuma alteracdo significativa durante o periodo de

estudo em nenhum dos parametros analisados pele (Figura 60).
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Figura 62. Avaliacdo do pardmetro RO, que indica a distenséo total da pele (A); R1, que indica a
deformacgéo residual (B); R2, que indica a viscoelasticidade (C); R5, que indica a elasticidade net (D);
R6, que indica a por¢ao da viscoelasticidadeda (E) e R7, que indica a elasticidade biolégica (F) na regido
nasolabial face, sendo V03 S, o grupo saudavel e VO3 D, o grupo diabético que utilizou a formulacao

veiculo.
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No grupo veiculo e o com associagdo de substancias ativas foram feitas analises
de MRC nas participantes de pesquisa diabéticas, no tempo inicial, antes de comecar
o tratamento com o produto desenvolvido e no tempo final, apés os 90 dias do estudo.
Apesar de algumas desisténcias que ocorreram, foi possivel observar a modificacdes

entre ambos os tempos.

5.6 Analise das caracteristicas morfologicas da pele por Microscopia de
Reflectancia - MCR

A andlise das imagens obtidas por MCR permite identificar alteracdes mais
profundas na pele. Uma analise foi feita em relacdo a melhora na morfologia do
colageno presente na pele das participantes de estudo diabéticas antes e apds 90
dias de uso das formulacdes nos grupos V01, com as formulacdes que foram
acrescidas de ambas substancias ativas e no grupo V03 que utilizou a formulacéo

veiculo.
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No grupo VO1 foi possivel observar uma melhora em relagdo ao escore do
colageno da pele (Figuras 63 e 64), bem como também uma melhora em relacéo ao
aparecimento de papilas policiclicas (Figura 65), que é um dos parametros
comumente descritos para avaliar o envelhecimento (LONGO et al., 2013; LONGO et
al., 2012)

Figura 63. Avaliagdo por escore da qualidade do coldgeno nas participantres de estudo saudaveis e
diabéticas, no grupo que utilizou por 90 dias a formulag&o contendo associagéo de substancias ativas
Significante (p=0.0043)
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Figura 64. Imagens representativas do MRC do colageno das participantes de estudo diabéticas sendo
(A), o tempo inicial antes do uso da formulacéo e (B), apds 90 dias do estudo. O circulo representa o
colageno amorfo e grosseiro, e as setas mostram a melhora na morfologia do colageno apés o uso das

formulacdes que continham as substancias ativas, ndo aparentando hiporeflexivo.

Figura 65. Imagens representativas do MRC da jung&o dermeepidérmica, onde o circulo em A mostra

a presenca de multiplas papilas policiclicas e B, uma papila mais definida.

Manfredini et al. 2013, relataram que a hidratacdo pode ser observada nas
imagens do microscépio confocal pelo aumento do brilho interqueratindcitos das
células na camada granulosa, como também a melhora no padrao “honeycomb”
(WURM et al., 2012). No nosso estudo foi possivel observar uma melhora em ambos

os paramtetros utilizados para analisar a hidratacdo da pele (Figura 66).
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Figura 66. Imagens representativas do MRC do brilho interqueratin6citos no tempo inicial (A) do estudo

e ap6s 90 dias (B) com o uso da formulacdo acrescida com amas substaéncias ativas.

Dessa forma, a formulacéo proposta foi efetiva também na hidrtacéo da pele. Os
dados obtidos no MCR corroboram com os resultados obtidos nos equipamentos de

biofisica, bem como, na viscoelasticidade da pele.

Por outro lado, no grupo VO3 nao foi possivel observar melhora no escore da
morfologa do colageno (Figuras 67 e 68) das participantes diabéticas.
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Figura 67. Avaliacao por escore da morfologia do colageno nas participantes de estudo diabéticas, no
grupo que utilizou por 90 dias a formulacao veiculo.
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Figura 68. Imagem representativa obtida do MRC mostrando o colageno, representado pelas setas,
das participantes de estudo diabéticas sendo (A), o tempo inicial antes do uso da formulacdo e (B),
apo6s 90 dias do estudo. No circulo destaca a presenca de uma papila dérmica regular (A), e apos 90
dias pode-se perceber a presenca de papilas policiclicas (B).
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Figura 69. Avaliacao das imagens de MCR do brilho interqueratinécitos no tempo inicial (A) do estudo

e apos 90 dias (B) com o uso da formulagéo acrescida com ambas substancias ativas.

As patrticipantes do estudo que utilizaram a formulacao veiculo, apesar de nao
apresentarem nenhuma melhora em relacdo ao colageno, apresentaram uma melhora
na sua hidratacdo com o aumento do brilho interqueratinocitos (MANFREDINI et al.,
2013; MANFREDINI et al., 2019), o que sugere que as matérias primas utilizadas na

formulacéo base auxiliaram na hidratacéo cutanea.

De acordo com as analise quantitativa (Tabela 6), houve aumento dos valores
da profundidade da papila no grupo V01, o qual apresentou um menor aparecimento
de papilas policiclicas ap6s 90 dias de tratamento, o que corrobora com os resultados

observados na analise qualitativa das imagens obtidas no MCR.



94

Tabela 6. Espessura das camadas da epiderme das participantes diabéticas do estudo antes (basal) e

apés 90 dias de aplicacdo das formulagdes veiculo e com associacdo de substancias ativas. (*

significante em relacdo ao valor basal — t0, p<0,05).

Basal (t0)

Apos 90 dias

Espessura Estrato Corneo
Associacgao Veiculo
Espessura Granulosa
Associacgao Veiculo
Profundidade das Papilas

Associagcao Veiculo

Espessura Minima da
Epiderme

Associacgao Veiculo
Espessura Méxima da
Epiderme

Associacgao Veiculo
Espessura Média

Associacao Veiculo

12,375 + 2,117
14,200 + 2,885

13,750 + 3,982
15,000 + 2,632

31,688 + 5,922
38,700+ 3,994

28,875+ 6,616
30,600+ 5,550

61,656+ 7,864
69,300+ 5,586

45,484+ 4,853
49,950+ 5,197

14,000 = 2,535
13,900 + 2,535

16,000+ 2,121
10,400 =+ 3,209*

33,375+ 4,969
36,300+ 2,971

29,125+ 6,849
22,600+ 4,561*

61,938+ 8,625
58,900+ 5,189*

45,844+ 65,612
40,750+ 4,654*

5.7 Avaliacdo sensorial das formulacgdes, percepcédo de eficacia da formulacao

e intencdo de compra

A aceitabilidade das formulagcdes desenvolvidas fora analisada pelas

participantes do estudo ao final dos 3 meses de tratamento. Todas as participantes do

estudo foram usaram os trés produtos desenvolvidos e avaliaram caracteristicas como

oleosa, facilidade de espalhar,

facilmente absorvida, suavidade,

pegajosidade logo apds a aplicacdo (Figura 61).

firmeza e
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Figura 70. Avaliacdo da percep¢do sensorial imediato das trés formulacdes desenvolvidas: V01,
associagao de extratos; V02, acrescido de extrato de alga vermelha e V03 veiculo.
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Apds 5 minutos foram analisados parametros como: residuo oleoso/branco,
hidratacéo da pele, maciez, toque seco (Figura 62).

Figura 71. Avaliacdo da percepgédo sensorial apés 5 minutos de aplicacéo das trés formulacdes obtidas:
V01, associacao de extratos; V02, acrescido de extrato de alga vermelha e V03 veiculo.
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30

20
Toque seco Residuo branco

‘ 0
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Ao final foi pedido para escolherem a formulacdo que mais agradou (Figura 63)

e sua pretensdo de compra, caso o produto fosse comercializado (Figura 64).



Figura 72. Avaliacdo da escolha de qual formulacéo agradou mais as participantes de pesquisa.
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Figura 73. Pesquisa de inten¢cdo de compra da formulacéo.
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A analise sensorial e percepcdo da eficacia das formulagbes é fundamental

para avaliar a aceitabilidade e adesé&o das participantes do estudo na pesquisa, que

refete na adesado aos tratamentos topicos.
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6. DISCUSSAO
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Com o passar do tempo, a Diabetes Mellitus vem aumentando sua prevaléncia
em todo mundo e estima-se que até 2025 o numero de pessoas portadoras da doenca
sera de aproximadamente 285 milhdes de adultos (ROSEN & YOSIPOVITCH,2018).
A DM afeta a pele através de muitos mecanismos, mas o estado de hiperglicemia e
0s AGEs séo os dois mecanismos mais conhecidos e mais estudados na literatura
(LEGIAWATI et al., 2020).

A auto estima dos pacientes diabéticos também €& considerado um fator para
eles serem alvos de estudo, pois por estarem constantemente regrados por dieta,
apresentarem os sinais de envelhecimentos mais precocemente, além de muitas
vezes possuirem outras doencas faz com que esse grupo tenha uma baixa auto
estima em relacédo a si (SAKAI et al, 2005; DE SOUZA FREITAS et al., 2020).

Com isso, é importante a pesquisa de novas substancias ativas anti glicantes
eficazes que possam ajudar na qualidade de vida e na auto estima desse grupo

especifico que irh aumentar com o passar dos anos.

No presente estudo, foi desenvolvida uma base cosmética minimalista que foi
usada como veiculo para as outras duas formula¢des acrescidas dos extratos com
concentracfes adequadas de materiais graxos e matérias primas hidrofilicas, visando

a aplicacdo em peles mais sensiveis.

Na etapa de desenvolvimento das formulagdes, foi considerado o banco de
dados do nosso grupo de pesquisa que contém informacdes das matérias-primas
disponiveis. O desenvolvimento da formulacgéo foi padronizado, tendo variaveis, como
o tempo de agitacdo controlados, para que as formulacdes ndo apresentassem
diferencas entre si. O tipo de formulacéo elaborada foi gel creme, pois devido ao clima
da cidade, este teria um sensorial mais agradavel, aumentando a aderéncia ao estudo.
Os emolientes utilizados foram escolhidos para nédo deixar residuo oleoso apés a
aplicacdo e que promovesse o toque seco. A base de polimeros hidrofilicos utilizadas
para agregar ao toque seco, sendo escolhidos polimeros facies e de baixo custo para
uma formulacdo com valor agregado mais baixo, pensando em mercado consumidor.

Os extratos foram solubilizados em propilenoglicol, umectante.

O perfil de textura das formulacdes de gel creme teve uma reducdo nos

parametros de consisténcia, indice de viscosidade e firmeza apds o acréscimo das
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substancias ativas hidrofilicas. No parametro de work of shear, que também é
relacionado com a espalhabilidade, houve uma diminuicdo quando adicionado o
extrato de alga vermelha, porém um aumento no seu valor quando adicionado ambas

substancias ativas aquosos.

Estudos anteriores do nosso grupo, mostraram que é possivel fazer uma
correlacao entre o perfil de textura e a andlise sensorial das formula¢des, sendo que
a diminuicao dos parametros obtidos na textura, bem como o work of shear indica uma
formulacdo menos viscosa, e assim, mais facil de se espalhar (CALIXTO e MAIA
CAMPOS, 2017). Apesar das formulagbes terem sidas bem aceitas pelas
participantes de pesquisa, houve uma divergéncia com a literatura, pois com o
acréscimo de ambas susbténcias ativas, houve um aumento do work of shear,
mantendo os outros parametros reduzidos comparado com a formulacéo veiculo. Este
aumento, entretanto, n&o foi significantemente alta, uma vez que, a formulacéo veiculo
gue apresentou o segundo maior valor de work of shear e a formulagcdo com
associacao de substancias ativas que apresentou o maior valor, foram a primeira e a

segunda escolha, respectivamente, no questionario de intencdo de compra.

A formulacdo base e as que foram acrescidas com as substancias ativas
apresentaram-se estaveis no teste preliminares de centrifuga¢do, na medida do pH
durante o tempo do estudo, ndo havendo alteracéo de cor, odor e nem textura. O perfil
reolégico e de textura das trés formulacdes mantiveram-se estaveis sendo assim

aptas para o estudo clinico.

Os resultados obtidos na analise do perfil reol6gico mostraram que o indice de
consisténcia da formulagcéo acrescidas de ambos os extratos foi o menor comparado
com as outras duas formulagfes. O que € corrobora com os parametros de textura
(CALIXTO e MAIA CAMPOS, 2017).

Nesse contexto, as formulagdes desenvolvidas com adicdo dos extratos de
alga vermelha e girassol, apresentaram perfil reolégico e de textura que sé&o
complementares, apesar de divergentes da analise sensorial, e nao interferiu na

aceitabilidade das participantes de pesquisa, bem como sua aderéncia.

No estudo clinico, a etapa inicial foi a realizacdo da caracterizacdo da pele
diabética comparando-a com a pele saudavel. Portadores de DMT2 apresentam uma

disfuncdo na barreira cutanea resultando em alteragdo na hidratacdo do estrato
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cérneo e na perca transepidérmica de agua (SEIRAFI et al., 2009; PARK et al., 2011),
um pH da pele mais acido e coloracdo amarelada, devido aos substratos formados
pela glicacdo (SUEKI et al., 1991; NIKOLEISHVILi et al., 2006; CRACIUN et al., 2015;
LU et al., 2020), colagénio disfuncional, causando perca na elasticidade da pele e
rugas mais proeminentes (VERZIJL et al., 2000; PAGEON et al., 2010; LONGO et al.,
2013; RINNERTHALER et al., 2015; XIN et al., 2020).

Nos resultados da caracterizacdo podemos observar que os valores de TEWL
foram significantemente mais altos nas participantes de estudo diabéticas quando
comparadas com a saudavel. O TEWL é um parametro utilizado para avaliar os efeitos
da glicacao, pois demonstra como esta a funcdo barreira cutanea da pele. Além disso,
com o estudo desse parametro podemos avaliar se o tratamento esta sendo eficaz
(N@RRESLET et al., 2018).

Robison et al. (2010) descreve que a hidratacéo do estrato corneo depende de
variaveis como arranjos e integridade das camadas, os lipidios lamelares, além de
fatores hidratantes naturais (NFM). Os valores obtidos pelo Corneometer nao

mostraram diferencas na hidratacdo de ambos os grupos nas duas regides de estudo.

Em relacdo a coloracdo amarelada, foi possivel observar analisado parametro
b que a pele diabética apresentou alteracdo na cor quando comparada com a pele
saudavel em ambas regides de estudo. Brigitte e Joachim, 1985 relataram a presenca
de unha e pele amarelas em portadores de DMT2. O aumento da concentracao sérica
de glicose na corrente sanguina faz com que mais produtos de glicosilacdo sejam
formados, por ex. furosina, na pele e nas unhas (LITHNER, 1976; PAGEON et al.,
2010 BEHM et al., 2012) o que as tornam amareladas e esta relacionada diretamente
com o tempo da doenca. Quanto mais tempo a pessoa possuir a doenga, mais

acumulo tera e consequentemente, mais alteracao na cor sera perceptivel.

O colageno é uma importante proteina para a pele, sendo fundamental na
estrutura e funcionalidade da matrix extracelular da derme. Uma pele com rugas e
mais fina é considerado com um sinal de envelhecimento, sendo resultado da
diminuicdo da quantidade de colageno funcional. Por outro lado, a glicacdo faz com
gque haja um aumento na deteriorizacdo dessa proteina devido ao aumento de
crosslinking fazendo com que os sinais de envelhecimento aparecam mais
precocemente e mais nitidos (SCHMID et al., 2002). Na analise das técnicas de

imagem da pele, as imagens do Visioface obtidas pela camara de alta resolucéo
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podemos observar que a area, volume e profundidade das rugas nas participantes do
estudo diabéticas na regidao periorbital foi significantemente mais proeminentes do que
nas participantes de pesquisa saudaveis. Na regido nasolabial, foi possivel observar
uma diferenca estatistica na profundidade das rugas nas participantes de pesquisa
diabética. Isso corrobora com a anamnese sobre qual parte da face incomodava mais

em relacdo a rugas.

Modificagdes nas fibras colagenos influenciam diretamente nas propriedades
estruturais e mecanicas da matrix extracelular sendo manifestadas por intermedio de
rugas, flacidez e perca da elasticidade da pele (Nkengne et al., 2013). No equipamento
Dermascan foi possivel observar uma concentracdo maior de pixels hipoecogenicos
guando comparada com as participantes de pesquisa saudaveis. Os pixels
hipoecogénicos aparecem na imagem obtida com a coloragéo preta, uma vez que, a
escala de ecogenicidade é branco > vermelho > amarelo > verde > azul > preto, sendo
(SHIRATA et al. 2019), demonstrando assim que houve uma maior degradacédo do
colageno existente e esse fendmeno pode estar associado a maior velocidade de
degradacao dessas proteinas por causa da alta concentracdo de AGEs (ZELLERS et
al., 2021; BEHM et al, 2012)

Corroborando com os resultados obtidos nos equipamentos de imagens, foi
demonstrado que a elasticidade da pele diabética é menor, como observado no
paradmetro R5. O parametro R5, bem como o R2 e R7 s&o analisados para avaliar o
indice de elasticidade da pele. O R5 € a relacédo da porcéo elastica da recuperacéo
da pele pela porgéo elastica da pressao negativa causada pelo probe (XI et al., 2020).
A pele saudavel apresentou maior valor nesse parametro pois a elasticidafe liquida da
pele desse grupo apresentou menor tempo entre a retragéo e distenséo imediata, ou
seja, a pele saudavel por apresentar mais colagenos funcionais volta ao platé mais

rapidamente do que a pele diabética que é deficiente nesse tipo de proteina.

Por fim, o dltimo equipamento utilizado na caracterizacao foi o microscopico de
reflectancia a laser (MCR), para a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas e
estruturais da epiderme e derme. Na analise das imagens obtidas do equipamento de
confocal de reflectancia (MCR) foi possivel observar as diferengcas morfolégicas entre
as peles saudaveis e diabéticas. Longo et al., 2013 descrever as alteracbes que
podem ser encontradas a nivel epiderme, juncdo dermepiderme, papilas dérmicas.

Nas imagens obtidas podemos observar diferencas morfolégicas importantes entre a
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pele saudavel e a diabética. Na pele saudavel ha uma predominancia de fibras
colagenos reticulaas, finas delimitadas, enquanto a pele diabética apresenta fibras

coldgenos amorfos e grosseiros, disfuncionais, resultantes da glicacdo exarcebada.

Outro parametro analisado foi a conformacdo das papilas dérmicas. Nas
participantes de pesquisa diabéticas, a profundidade das papilas foi significantemente
maiores quando comparadas com as saudaveis, além de, prevaléncia da presenca de
papilas policiclicas, mostrado o achatamento da mesma. Esses dados corroboram
com a literatura que descrevem que o envelhecimento cutaneo faz com que haja
essas alteracdes morfoldgicas nas camadas da pele (WURM et al., 2012; MERCURIO
etal., 2015) e também que ha diferencas no processo de envelhecimento em pessoas

diabéticas, sendo essas atingidas mais precocemente (BAUMANN et al., 2018).

Apos a finalizacdo do desenvolvimento das formulagdes que foram escolhidas
para o estudo clinico e da caracterizagdo da pele de ambos os grupos, foram
recrutadas mais participantes para o estudo clinico de trés meses de tratamento. Elas
foram selecionadas conforme a faixa etéria estipulada, passaram pela anamnese para
conhecer habitos e tempo de doenca, no caso das diabéticas. Elas foram instruidas
conforme uso, tempo de estudo, tempo de reavaliacdo, e advertidas caso houvesse
alguma alergia ou irritagcao para entrar em contato. As medidas foram feitas no tempo
0, 45 e 90 dias. O V01 foi o grupo que usaram a formulagcdo com associacdo de

substancias ativas, V02 a formulacéo com ativo de alga vermelha e V03 o veiculo.

No parametro de hidratacdo do estrato cérneo, podemos observar que houve
uma melhora na hidratagc&o dos trés grupos, tanto no grupo das diabéticas quanto no
grupo das saudaveis. No grupo V02 a houve diferenca significante entre o tempo
inicial apds 90 dias de tratamento, enquanto nos outros grupos, apenas o grupo das

saudaveis no V03 apresentou melhora significante ao final do estudo.

A hidratacdo na pele diabética ainda é pouco estudada na literatura, Serafi et
al.,2009 relatam ndo encontraram diferencas na hidratacdo entre diabéticas e
saudaveis, enquanto Sakai et al., 2005 relatam que reducéo na hidratagéo, bem como,
reducdo no nivel de secrecdo de sebo. A melhora na hidratacdo pode estar
relacionada com o uso constante da formulacéo e no grupo V02 que é acrescida no
ativo de alga vermelha, o ativo pode ter ajudado na hidratacdo, melhorando a matrix
extracelular. A reducdo na hidratacdo pode ser mais observada em diabéticas quem

nao possuiam a doenca controlada do que naquelas que fazem acompanhamento.
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Pode-se sugerir que o controle da hiperglicemia pode ser um melhor parametro para
analisar a hidratacdo da pele, do que analisando outros dados, por exemplo,
hemoglobina glicada, exame recorrente nos portadores de DMT2. Com isso, a
hidratacdo da pele pode ser reversivel caso a pessoa tenha um controle no nivel

glicémico sérico (LAl et al., 2021).

Relacionando os resultados da hidratacéo do estrato corneo, podemos observar
gue a topografia da hidratacdo da pele teve uma melhora, corroborando com os
resultados obtidos no Corneometer®. E possivel observar um aumento na intensidade
dos pixels cinzas no tempo inicial, antes de cada grupo comecar a utilizar as
formulacoes, e apos 90 dias de uso. Como mencionado anteriormente, 0O
MoistureMap® viabiliza a quantificacdo da hidratacdo por capacitancia através da
obtencdo de imagem. Quanto maiores valores de Gray index, mais hidratada esta a
pele e, consequentemente, aimagem ira possuir uma coloragéo de cinza mais escura
(LEITE e MAIA CAMPOS, 2020).

Os valores de TEWL observados no tempo inicial foi maior do que no final do
estudo, nos 3 grupos e em ambos 0s grupos saudaveis e diabética. No grupo V02
pode-se perceber que a diferenca entre os trés tempos analisados. Em pacientes
diabéticos, alteracBes no funcionamento dos queratindcitos, devido ao problema de
insulina, faz com que a proliferacdo, diferenciacdo das células sejam afetadas,
causando alteracdes no estrato corneo e assim prejuizo na barreira cutanea (BEHM
et al.,, 2012). O extrato de alga vermelha tem propriedades que podem ajudar
formacdo na rede de colageno (SILAB, 2016). O resultado do V02 pode estar
correlacionado com esse mecanismo da substancia ativa, que apesar do VO1 estar
em associacdo com o extrato de girassol, ndo possuiu 0 mesmo resultado. A
associacdo das substancias ativas ndo mostrou sinergismo, umas vez que,

isoladamente foram eficazes.

A faixa de pH da pele saudavel é de 4,2 a 5,6, sendo considerada relativamente
mais acida (MALIYAR et al., 2020). O pH das participantes diabéticas, apesar de
estarem dentro dos parametros normais, apresentaram valores mais acidos nos trés
grupos no tempo inicial em relacdo as saudaveis e apds trés meses de uso da
formulacéo. A pele dos portadores de DMT2 sofre mudangcas em seu microambiente
como dsfungdes nas glandulas sudoriparas, na termorregulacéo e no pH (LECHNER

et al.,, 2019; LIU et al., 2017). Devido a essas alteracdes, os diabéticos apresentam
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uma mais concentracdo de S. aureus na pele, do que os saudaveis. Isso faz com que
essa microbiota alterada, induza um processo inflamatorio na pele, causando
dermatite atdpica (LIPSKY et al., 2020; ZHANG et al., 2021).

Nao foram observados nenhuma alteracéo significativa nos parametros de Ser,
Sesc, Sesm e Sew em nenhum dos dois grupos com o0 uso das trés formulacbes

desenvolvidas.

A derme é feita de fibroblastos que produzem colageno, elastina, &acido
hialurénico, entre outros que mantém a pele firme, saudavel e macia (BAUMANN et
al., 2018). H& na composi¢cdo da matrix extracelular tem cerca de 28 tipos de
colagenos, onde 80% é apenas do tipo | do qual é formada a derme. A concentragao
de coldgeno na derme (CASPERS et al., 1998). Os AGEs também geram estresse
oxidativo e faz com que aumente a apoptose dos fibroblastos na matrix extracelular,
fazendo com que a pele envelhecida tenha menor quantidade de fibloblastos
funcionais (GARY et al., 2009; ALI et al., 2021).

O numero de pixels hipoecogénicos nas participantes diabéticas foi maior
guando comparada com as participantes saudaveis os grupos V01 e V03. No grupo
V01 a quantidade de pixels hipoecogénicos foi significantemente menor apds os trés
meses de estudo, enquanto nas participantes saudaveis, apesar da queda no niumero,
nao houve tanta diferenca. Consequentemente, isso com que houvesse um aumento
significativo da razao da ecogenicidade (pixels hipoecogénicos/pixels totais), ou seja,
uma reducao na ecogenicidade e densidade dérmica) nas diabéticas. No grupo V02,
assim como no grupo V01, foi possivel observar uma grande queda no numero de

pixels hipoecogénicos, bem como o0 aumento da ecogenicidade.

Em ambos os grupos nao foram observadas alteracdes na espessura da pele,
podendo ser um indicativo que a melhora da ecogenicidade da pele esta relacionada
com aumento da producdo de fibras de colageno e elastina na pele (MELO e MAIA
CAMPOS, 2018), ou com a menor degradacdo das mesmas demostrando a
efetividade das substancias ativas. Por outro lado, o V03, grupo que utilizou a
formulacéo veiculo, ndo apresentou nenhuma alterac&o significativa em nenhum dos

parametros analisados.

Foi usado a sonda de 4 mm do equipamento Cutometer® para analise da

viscoelasticidade da pele dos grupos de estudo em profundidade. No grupo V01 houve
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reducdo nos valores dos parametros RO e R1, distenséo total e residuo da deformacéo
respectivamente. Os parametros R2, R5, R6 e R7 tiveram um aumento dos valores
comparando o tempo de 45 dias e ap6s 90 dias. No grupo V02 nédo foram observadas
nenhum aumento ou diminui¢do. No grupo V03, que usaram a formulacao veiculo, foi
possivel observar uma diminuicdo no RO e R1. O parametro R2 e R7 ndo
apresentaram nenhuma alteracdo, enquanto, R5 e R6 apresentaram um aumento

apenas no grupo das saudaveis.

Apesar do processo de formacdo dos AGEs ndo serem reversiveis, 0 uso de
antiglicantes/antioxidantes podem ajudar a controlar e evitar mais danos na pele
(BAUMANN et al.,, 2018). Os parametros R2 e R7, estdo relacionados com a
elasticidade bruta e bioldgica. O valor de R7 ter aumentado com o uso da formulagéo,
pode ser relacionado com as substancias ativas antiglicantes utilizados que evitou a
degradacao de mais colagenos e elastinas, como corrobora com os dados na literatura
(TRUJILLO et al., 2014; LEGIAWATI et al., 2020).

O aumento nos parametros R5 e R6, quando analisado em os outros dados
obtidos, bem como a hidratacdo, pode estar relacionada com a hidratacdo do estrato
cérneo, no grupo V03 (MAIA CAMPOS, et al, 2008). No grupo V01, o parametro R6,
a porc¢ao viscoelastica pode estar relacionada com a maior densidade de colageno na
derme, observado na ecogenicidade (FOSSA SHIRATA et al., 2019).

Cumpre destacar que a aplicacdo do MCR foi essencial para analisar mais
profundamente e de um modo néo invasivo, as mudancas na pele de ambos 0s grupos
gue utilizaram as formulacdes veiculo e a que continha a associacao das substancias
ativas, principalmente em relacdo a morfologia do colageno, uma vez que ndo ha
estudos relatados na literatura com a utilizacdo dessa técnica avancada de imagem

na avaliacao da pele de diabéticos.

Na andlise da espessura da pele, ndo foi possivel observar nenhuma alteracéo
significativa entre o tempo inicial e o apos 90 dias. Entretanto, podemos perceber que
houve um aumento da espessura da camada granulosa no final do estudo de ambos
0S grupos, o que, de acordo com estudo relatados na literatura, pode ser indicativo
segundo estudos correlacionado com a hidratagao da pele (MAIA CAMPOS, MELO,
GUERRA, 2019).

Em relacéo ao colageno foi possivel observar uma melhora na morfologia do
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mesmo no grupo VO1. Longo et al., 2013, relata que o envelhecimento causa
modificacdes nas fibras fazendo com que elas figuem amorfas, grosso e
amontado, sem reflectancia. Outro parametro analisado nas imagens obtidas foi a
formacéo de papilas policiclicas que € um indicativo do envelhecimento da pele,
uma vez que € causado pelo achatamento da camada juncdo dermoepidérmica
(CAMPOS et al., 2017). A avaliagdo da qualidade do colageno foi analisado entre
o tempo inicial e final para comparagédo da melhoria do colageno, se houve menos
degradacao. Nessa avaliacdo pode-se perceber que o colageno do grupo V01 teve
alteracbes, mostrando menos caracteristicas de envelhecimento como descrevem
Longo et al., 2012; Cinotti et al., 2020.

O grupo que utilizou a formulacdo veiculo ndo apresentou melhora nas
condicdes fisioldgicas do colageno, bem como o aparecimento de papilas
policiclicas que corrobora com os valores encontrados na tabela 6, uma vez que a
profundidade das papilas nesse grupo aumento. Entretanto condizente com
estudos relatados, tanto o grupo V01 quando VO3 apresentaram melhora na
hidratacéo da pele, podendo ser observadas mais profundamente nas imagens
(MANFREDINI et al., 2019).

Por fim, considerando que a diabetes € uma doenca que tem alta prevaléncia,
estudos dessa natureza sao de fundamental importdncia como suporte o
desenvolvimento de tratamentos topicos mais especificos para os cuidados da
pele de portadores de diabetes, bem como tem como contribuicdo a comprovagao
da eficécia clinica, por medidas instrumentais, de substancias ativas antiglicantes
para a aplicagdo no desenvolvimento de formulagdes cosméticas

antienvelhecimento mais inovadoras e eficazes.
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7. CONCLUSAO




108

As formulagdes desenvolvidas foram estaveis, uma vez que nao houve alteracéo
de cor, odor,pH e nas propriedades mecéanicas no estudo de estabilidade
acelerada no periodo de 3 meses.

A analise perfill de textura das formulagbes, por meio dos parametros
espalhabilidade, work of shear, viscosidade, auxiliou na definicdo da formulagéo a ser
usada como veiculo para a adicdo das substancias ativas em estudo, a qual

apresentou propriedades sensoriais adequadas as finalidades propostas.

O estudo de caracterizacdo da pele mostrou sinais de envelhecimento mais
predominantes na pele dos participantes do estudo portadores de diabetes quando
comparado com a pele do grupo dos participantes saudaveis, mesmo sendo da

mesma faixa etaria.

De acordo com os resultados do estudo clinico de eficacia, as formulacdes
desenvolvidas a base dos extratos antiglicantes objeto de estudo foram eficazes na
melhora das condi¢cdes gerais da pele de portadores de diabetes, sendo que a
formulacédo que continha apenas o antiglicante, alga vermelha Hypnea musciformis
mostrou resultados mais pronunciados, principalmente em relacdo ao aumento da
densidade dérmica e melhora da morfologia do colageno apds o tratamento. Além
disso, os resultados obtidos na caracterizacdo da pele por MCR evidenciou as
diferencas entre a morfologia da pele saudavel e da pele dos participantes diabéticos,

apresentando alteracdes principalmente no colageno.

Por fim, o extrato da alga vermelha Hypnea musciformis, isoladamente ou em
combinacdo com o extrato de girassol - Helianthus Annus, pode ser sugerido como
uma substancia ativa inovadora para aplicacdo em formulacdes cosméticas eficazes
na reducado das alteracdes cutaneas decorrentes do processo de glicagéo e sinais do

envelhecimento.
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Anexo 1. Autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP/USP.
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Of. CEP/FCFRP n°. 013/2018
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Ribeirao Preto, 15 de agosto de 2018.

A Pés-graduanda

Veronica Rego de Moraes

Orientadora: Prof®. Dr®. Patricia M. B. G. Maia Campos
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “AVALIACAO DA
EFICACIA CLINICA DE DERMOCOSMETICOS CONTENDO ANTIGLICANTES POR TECNICAS DE
BIOFISICA E IMAGEM”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEP/FCFRP n°. 451 - CAAE n° 73911117.6.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FCFRP/USP em sua 179° reunido ordindaria, realizada na
presente data, conforme Parecer Consubstanciado do CEP n° 2.822.529.

Lembramos que, de acordo com a Resolugdo 466/2012, item IV.5, letra
d, o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereco e contato telefénico ou outro, dos
responséveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que deverd ser encaminhado ao CEP o relatdrio final da

pesquisa em formulario préprio deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteracdo, intercorréncia ou interrupcdo do mesmo, tais como eventos adversos e

eventuais modificacdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposi¢do de emenda na Plataforma Brasil.
Atenciosamente,

///"/’)} VI a chads
PrROF:. DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

Comité de Etica em Pesquisa FCFRP/USP
Avenida do Café s/n” - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto — SP
Fone: (16) 3315-4213 — Fax: (16) 3315-4892 - cep@fcfrp.usp.br
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