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RESUMO

Introducdo: Dentre os tratamentos de hipercromias disponiveis no mercado, a
hidroquinona é um ativo comumente utilizado, porém pode oferecer riscos de
toxicidade celular. Ja foi comprovado que a arbutina possui atividades clareadores
similares as da hidroquinona, porém com menos efeitos adversos. A arbutina esta
presente na planta Origanum majorana, que por sua vez possui em suas folhas
grandes quantidade de polifendis, os quais também apresentam atividade antioxidante
e de clareamento. Diferentes formas farmacéuticas sao utilizadas como base para os
ativos e o desenvolvimento de uma formulacéo a base de gel formador de filme podem
aumentar o tempo de exposi¢cédo dos ativos na pele aumentando sua permeagéo e
atividade.

Objetivo: Desenvolver e avaliar atividade hidratante e despigmentante de um gel
formador de filme com extrato de Origanum majorana rico em polifendis e arbutina.
Métodos: Primeiramente foi preparado o extrato de Origanum majorana rico em
polifendis e arbutina. Em seguida foram preparados géis formadores de filme com uma
blenda polimérica de Poli alcool vinilico (PVA) e Poli vinil pirrolidona (PVP) na
proporcéao de (40:60) contendo 14, 16 e 18%. Foram avaliadas as propriedades do gel
formador de filme em relacéo a viscosidade, tempo de secagem, espessura do filme
formado e suas atividades de hidratagc&o cutanea para a sele¢cédo da formulacéo para
a incorporacao do extrato. O extrato foi incorporado na formulacéo de acordo com a
proporcao de glicerol presente na formulacédo e no extrato. foram repetidos os testes
anteriores e determinado uma quantidade de gel formador de filme para aplicagcdo no
estudo clinico. Foi realizado um estudo clinico com abordagem quantitativa para
determinar atividade hidratante e despigmentante do gel formador de filme com
extrato de Origanum majorana.

Resultados: O extrato produzido apresentou 1,76% de arbutina e 22,30% de
polifendis. A formulacédo selecionada para a incorporacédo do extrato de Origanum
majorana foi a com 16% de PVA/PVP na formulacdo (F160M), resultando na
concentracdo de 0,11% de arbutina. Esta quando aplicada na massa de 5mg/cm?2
apresentou 5 minutos no tempo de secagem na pele. O estudo clinico foi realizado

com amostra de 16 voluntarias para o teste de sensibilidade cutanea (7 dias),



hidratacdo e despigmentacéo (30 dias). Houve uma exclusao por esquecimento da
aplicacao do produto por 6 dias. Os voluntarios utilizaram uma formulacdo em cada
antebraco (antebraco esquerdo F16, antebraco direito FL60M). Os sujeitos do estudo
nao apresentaram nenhuma sensibilidade ou irritacdo durante a utilizacdo das
formulacdes. Um aumento significativo para a hidratacéo da pele foi observado, porém
sem diferencas entre a formulacao controle e F160M. O gel formador de filme F160M
promoveu reducao significativa da pigmentacéo, sendo duas vezes superior a efeito
da formulagéo controle.

Conclusdo: A formulacdo F160M apresentou caracteristicas fisico-quimicas que
proporcionam uma adequada aplicacdo na pele e resultados significativos de
incremento de hidratacdo e de despigmentacdo cutanea, apresentando-se como

alternativa potencial para tratamento de hipercromias.

Descritores: Polimeros formadores de filme. Hidratagdo. Melanina. Extrato de

Origanum majorana. Polifendis. Arbutina.



ABSTRACT

Introduction: Among the hyperchromic treatments available on the market,
hydroquinone is one of the few drugs used, although the risks of cellular toxicity.
Arbutin has been shown to have similar bleaching activities as hydroquinone, but with
fewer adverse effects. The main ingredient to be found is Origanum majorana, which
also has antioxidant and whitening activity. Different pharmaceutical forms are used
as the basis for the growth and growth of a content forming base which can increase
the time of memory exposure of your memory and activity.

Objective: To develop and evaluate the moisturizing and depigmenting activity of a
film-forming gel with Origanum majorana extract rich in polyphenols and arbutin.
Methods: Firstly, Origanum majorana extract rich in polyphenols and arbutin was
prepared. Then, film-forming gels were prepared with a polymer blend of PVA and PVP
(40:60) containing 14, 16 and 18%. The properties of the film forming gel were
evaluated in relation to the viscosity, drying time, thickness of the formed film and its
skin hydration activities to the selection of the formulation for the incorporation of the
extract. The extract was incorporated into the formulation according to the ratio of
glycerol present in the formulation and in the extract. the above tests were repeated
and an amount of film-forming gel was determined for application in the clinical study.
An open cynic study with a quantitative approach was performed to determine the
moisturizing and depigmenting activity of the film - forming gel with Origanum majorana
extract.

Results: The extract produced 1.76% of arbutin and 22.3% of polyphenols. The
formulation selected for the incorporation of the extract of Origanum majorana was that
with 16% of PVA / PVP in the formulation (F160M), resulting in the concentration of
0.11% of arbutin. This when applied in the mass of 5mg / cm? presented 5 minutes in
the time of drying in the skin. The clinical study was performed with a sample of 16
volunteers for skin sensitivity test (7 days), hydration and depigmentation (30 days).
There was a foreclosure exclusion of the application of the product for 6 days. The
volunteers used a formulation on each forearm (left forearm F16, right forearm
F160M). The subjects in the study did not show any sensitivity or irritation during the
use of the formulations. A significant increase in skin hydration was observed, however

with no differences between the control formulation and F160M. The F160M film-



forming gel promoted significant reduction of pigmentation, being twice the effect of
the control formulation.

Conclusion: The F160M formulation presented physical-chemical characteristics that
provide an adequate application in the skin and significant results of increased
hydration and cutaneous depigmentation, presenting as a potential alternative for the
treatment of hyperchromias.

Keywords: Film-forming polymers. Hydration. Melanin. Extract of Origanum majorana.
Polyphenols. Arbutine.
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1. INTRODUCAO

Dermatoses como as hipercromias, hipocromias e acromias estao
relacionadas com a pigmentacdo da pelel. As alteracGes cutaneas de maior
prevaléncia em pessoas fotoexpostas sdo as hipercromias? caracterizadas por
manchas que surgem na pele com coloracdo marrom-claro e tendem a progredir para
coloracbes mais escuras. Dentre as hipercromias destacam-se a melanose solar,
melasma, mancha poés-inflamatéria e efélides®. Elas se formam a partir do aumento
na atividade do melanécito, elevando a producdo de melanina e favorecendo o
depdsito de pigmento no tecido epitelial. Seu desenvolvimento esta associado com
fatores internos (endégenos) que podem ser causados por alteracdes atribuidas a
hormonios, estresse e predisposi¢cdo genética; ou a fatores externos (exdégenos) tais
como poluicdo, exposicdo excessiva ao sol, uso de cosméticos e farmacos
fotossensibilizantes®.

As regifes do corpo mais acometidas pelas hipercromias sao a face, pescoco,
maos e antebracos. Os individuos que apresentam referidas dermatoses podem sofrer
com alteracgfes psicologicas, que influenciam em sua saude geral, com reducéo na
resposta terapéutica ao tratamento e em alguns casos, diminuicdo de contato com
outras pessoas. Isso devido ao desconforto com a propria aparéncia, logo, esses
fatores acabam reduzindo a qualidade de vida®.

Para diminuir a pigmentacdo das hipercromias, diferentes tratamentos sao
utilizados. Dentre os quais estdo os que atuam na remocdo da camada mais
superficial da pele com a melanina pré-formada, porém esses tratamentos podem
provocar lesdes inflamatérias que tendem a progredir para uma nova hipercromia®.
Uma alternativa terapéutica para reduzir os efeitos da hipercromia é o uso de produtos
com ativos clareadores’®.

As substancias com atividade clareadora reduzem a atividade do melandécito
e proporcionam a diminuicdo de riscos em relacdo aos demais tratamentos®. O ativo
comumente utilizado é a hidroquinona, que proporciona um clareamento rapido,
porém seus efeitos citotdéxicos podem substituir a hipercromia por uma mancha mais
acentuada ou, ainda, com reducéo excessiva da coloracdo, gerando uma hipocromia,
ambos de dificil tratamento'®. Como alternativa a hidroquinona, pode-se utilizar um

ativo com atividades semelhantes de clareamento, mas que se mostra mais vantajoso
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por ser estavel, ndo apresentar citotoxicidade e permitir utilizacdo por periodos
maiores, a arbutina®1%1?, Esta substancia pode ser encontrada em grande quantidade
nas folhas de Origanum majorana Lamiacea (L.)'314. Além da presenca de arbutina,
o Origanum majorana possui em suas folhas grande quantidade de polifendis, os
quais possuem acéo antioxidante e também de clareamento®®16,

Para que se tenha resultado de despigmentacéao satisfatoria faz-se necessaria
a permanéncia dos ativos por mais tempo na pele. Diferentes formas farmacéuticas
sdo utilizadas como base para esses ativos, tais como géis, cremes e lo¢des.
Entretanto, com essas formula¢ces o tempo de permanéncia e da atividade do ativo
sdo reduzidos, exigindo reaplicacées do produto constantemente!’. Como alternativa
para aumentar o tempo de permanéncia dos ativos na pele tem sido desenvolvidos
géis com habilidade de formar pelicula'®. Esses géis apresentam maior beneficio
guando comparados com as outras formas farmacéuticas, pois possibilitam prolongar
o tempo de acao do produto, aumentar a permeacéo e controlar a quantidade de ativos
gue séo transferidos para a pele!%2°,

Por conseguinte, o desenvolvimento de um gel formador de filme (GFF) para
liberacao diferenciada do extrato de Origanum majorana rico em polifendis e arbutina

pode se tornar uma inovagao para o tratamento de hipercromias.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Hipercromias

As hipercromias sao caracterizadas pelo aumento de pigmentagcao na pele e
podem ser consideradas como superficiais ou profundas?. As superficiais sdo de nivel
epidérmico e possuem caracteristicas de manchas castanhas, enquanto as profundas
se localizam em nivel dérmico e possuem aparéncia de manchas cinza ou arddsia. A
tonalidade azul pode ser adquirida por materiais estranhos como, por exemplo,
pigmentos de tatuagem aplicados a derme?1?2, Essas hipercromias estdo vinculadas
aos queratindcitos, melandcitos e aos pigmentos presentes na pele: melanina,
caroteno, depdsito de hemossiderina e pigmentos da bile3.

As mais comuns sao: melanose solar, efélides (sardas), melasma e

hipercromias pés-inflamatérias?2.
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Os fatores que desencadeiam o0 processo de aumento de pigmentacado na
pele podem ser endégenos ou exdgenost. Os enddgenos sdo caracterizados pelas
disfuncbes ou terapias hormonais, pré-disposicdo genética, gravidez, fatores
emocionais, obesidade. Enquanto que os exdgenos se dao pelo excesso de exposi¢ao
solar, poluicdo, uso inadequado de cosméticos e substancias fotossensibilizantes*24,
As hipercromias superficiais e profundas associam-se ao aumento de atividade do
melandcito?3.

O melandcito é a célula responséavel pela producdo de melanina, da coloracao
a pele, pelos e olhos. Ele esta presente em quantidades similares de células nas peles
claras e nas peles escuras, a diferenca da coloracdo da pele ocorre pela quantidade
de melanina formada nas diferentes etnias?>28, Essa diferenca esta associada com o
controle genético de mecanismos enzimaticos da formagéao de pigmentacdo*2°,

A coloracdo da pele promovida pelo melandcito também é fonte de
fotoprotecdo enddégena®’. Quando a pele é exposta ao sol recruta as atividades do
melandcito para producdo de melanina com maior intensidade. Quanto mais
exposicao da pele aos raios ultravioleta (RUV) maior sera a quantidade de pigmentos
produzida. A exposicdo da pele aos RUV pode causar tanto o bronzeamento, quanto
o fotoenvelhecimento e doengas cutaneas (melanoma, ceratoses actineas e ceratoses
seborreicas). Como os cosméticos fotoprotetores, a melanina difrata ou reflete os
RUV, protegendo o material genético das células, porém quando muito recrutada ou
produzida desordenadamente pode gerar hipercromia®. A compreenséao da formacéo
do pigmento depende do entendimento do processo de melanogénese e dos eventos

gue ocorrem dentro dos melanossomas?®.

1.1.1.1 Melanogénese

E chamado de melanogénese o processo de formagdo de melanina pelos
melandécitos?®. Existem trés fatores que influenciam esse processo: fatores genéticos,
hormonais e a acdo dos RUV?®. Os fatores genéticos estdo envolvidos em todos os
estagios da formacao do pigmento, os melanossomos sao codificados pelos seus
genes naturalmente e acabam replicando caracteristicas hereditarias®. Mais de 120
genes podem estar envolvidos em diferentes estagios do processo de producdo da

melanina?>29:31,
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Os melandécitos sao células dendriticas derivadas da crista neural e migram
ao longo do embrido durante seu desenvolvimento®?. Estdo localizados
predominantemente na camada basal da epiderme numa propor¢cao de um melandcito
para dez queratindcitos basais. Possuem dendritos que os possibilitam enviar
melanina para 36 queratindcitos. Os dendritos ndo se proliferam ou migram, para que
haja aumento € necessario um estimulo, geralmente por RUV ou disfuncbes
hormonais®3. A sintese de melanina ocorre principalmente pela acdo da enzima
tirosinase e é feita nos melanossomos que, por sua vez, sdo produzidos
continuamente no complexo de Golgi®3.

Os melandcitos possuem estruturas chamadas de melanossomos,
caracterizados como compartimentos sub-celulares que tem a funcao de sintetizar e
estocar polimeros de melanina?. Os pigmentos de melanina sdo transferidos do
melandcito para os queratinécitos para exercerem atividade de protecdo solar30.
Esses pigmentos se degradam conforme o queratinécito se diferencia, fazendo com
gue o melandcito trabalhe na producdo de melanina em harmonia com a diferenciacéo
dos queratinécitos?e.

A diferenciacdo dos queratindcitos e o estimulo do melandcito para a
producédo de melanina séo influenciados por fatores biol6gicos®!. Dentre estes fatores
estdo as interleucinas, fatores de crescimento e as prostaglandinas, responsaveis por
verificar se houve formacdo de melanina suficiente para protecédo e qual o tipo de
pigmento foi formado34.

Dois tipos de pigmentos podem ser produzidos no processo de
melanogénese, a eumelanina e a feomelanina. Isso se da porque 0s melanossomos
se diferenciam em duas formas, elipticos e esferdides. Os elipticos produzem
eumelanina (coloracdo marrom a preto). Ja os esferoides produzem feomelanina
(coloracdo amarelo a avermelhado)®. A eumelanina é precursora da melanina,
caracterizada por um polimero protéico que é gerado a partir da oxidag&o da tirosina
pela acdo da tirosinase, pode ser formada com diferentes tamanhos, densidades e
guantidades??34,

A tirosinase é a enzima responsavel pela sintese de pigmentos da pele33. Esta
localizada no cromossomo 11 e é expressa como um peptideo precursor de 529
aminoacidos. Essa enzima possui seis sitios de glicosilagdo e, quando madura, possui
peso molecular de 70kDaltons (kDa)3¢. Esta presente em varias etapas do processo

de formacao de melanina e é controlada naturalmente por fatores genéticos. Tambéem
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€ encontrada em animais, plantas e fungos, porém com atividades menos

marcantes.
O inicio da formacé&o do pigmento depende de diversos fatores e ocorréncias

intracelulares no melandécito. A Figura 1 representa o processo de formacdo que

ocorre em trés fases principais.
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos de formacdo bioquimica de eumelanina e

feomelanina.
Fonte: Adaptado de Oliveira®.
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1) A fase inicial é desencadeada apds a hidroxilacdo do substrato L-tirosina, com
liberacdo de uma molécula de agua, catalisada por tirosinase. Ao se oxidar a tirosina
com a enzima desencadeiam um processo de transformacdo da molécula para um
agente intermediario, a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA). Quando na auséncia da
cisteina (glutationa) a DOPA se diferencia em DOPAquinona que é convertida em
leucoDOPAcromo (ciclodopa) e esta, em DOPAcromo. Na presenca de cisteina, a
DOPA é convertida em cisteinildopa e, dependendo da quantidade de cisteina
presente, essa conversao pode ser mais ou menos intensa?®.

2) A segunda é a oxidacdo da cisteinildopa para a formacédo da feomelaninaZ®.

3) A Ultima fase é a producdo de eumelanina, que se inicia depois da maioria de
cisteinildopa ser decomposta. Existem duas vias para a degradacdo de DOPAcromo:
a) forma DOPA 5,6 diidroxiindol (DHI) que se da em maior propor¢ao; b) forma 5,6
diidroxiindol-2-acido carboxilico (DHICA) em menor quantidade. Esse processo é
catalisado no melanossomo que expressa as proteinas relacionadas com a tirosinase
1 (TRP-1) e 2 (TRP-2), a TRP-2 age no DOPAcromo tautomerase formando a DHICA,
a TRP-1 age na DHICA; o DHI sofre agéo da tirosinase e ambos s&o oxidados em
eumelanina, em processo de cascata®*. A eumelanina se deposita sobre a
feomelanina pré-formada. A relacéo entre feomelanina e eumelanina é determinada
pela acéo da tirosinase e disponibilidade de cisteina ou glutationa no melandcitos®.

Durante a sintese de melanina, a partir da L-tirosina sdo formados agentes
potencialmente citotoxicos, incluindo o perdéxido de hidrogénio (H2032) e radicais livres
(RL), quando esse processo € estimulado pela radiacdo solar acaba liberando ainda
mais RL, além de mediadores inflamatérios pelos queratindcitos, dentre eles
prostaglandinas (PG) e 6xido nitrico (NO)¥’.

Os radicais livres sdo moléculas ou atomos altamente reativos, Sao
desemparelhados por conter nUmero impar de elétrons na camada elétrica. Esse ndo-
emparelhamento de elétrons confere a eles alta reatividade com outros atomos e
moléculas. Derivam, em significativa parte, apdés o metabolismo do oxigénio, nesses
casos, sdo chamados de espécies reativas de oxigénio (EROs)%8.

Prostaglandinas (PG) sdo compostos lipidicos produzidos por diferentes
eventos celulares?®. As prostaglandinas (PGE2 e PGF2q) estimulam a formacéo de
dendritos nos melandcitos potencializados com a acdo dos RUV*. Enquanto que o
radical NO atua estimulando maior producdo de melanina®’. Os queratinécitos

produzem também a endotelina 1 (ET-1), que séo pepitideos derivados das células
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endoteliais*!. A producdo de ET-1 estimula intrinsecamente os melandcitos a
produzirem pigmento. Esse fator € iniciado naturalmente apos a exposi¢cao da pele

aos RUV ou a interleucinas (IL-1a ou IL-1B)%.

1.1.1.1.1 Acao dos RUV na melanogénese

O mecanismo de formacéo de eumelanina e feomelanina recebe influéncia
direta da radiacdo solar®, que se acumula em alguns receptores do tecido epitelial e
provoca reagdes metabdlicas liberando RL3°. Com o aumento de RL, principalmente
EROs, os RUV aceleram as acdes de hidroxilacdo da L-tirosina e acabam acelerando
0 processo de melanogénese?®. Além disso, repetidas exposi¢des da pele aos RUV
podem provocar queimaduras, insolagbes, hipercromias e dermatoses
fotoestimuladas®.

A radiacao solar € policromatica e possui diferentes comprimentos de onda no
espectro eletromagnético que variam de 100 a 10.000 nanémetros (nm). A radiacéo
solar se difraciona em RUV tipo B (RUVB) e tipo A (RUVA) curto e longo. Ambos
possuem diferentes comprimentos de onda, os RUVB e RUVA curtos alcangcam as
camadas mais superficiais da epiderme, estimulam a tirosinase, promovem eritema e
sdo os principais responsaveis pelo efeito de bronzeamento (pigmentacgédo direta)34L.
Os RUVA longos alcancam a pele durante todo o dia, inclusive em dias nublados,
sendo menos intensos quando a exposi¢ao é nos horarios em que o sol esta localizado
mais horizontalmente, liberam RL e atingem as camadas mais profundas da pele*.

No Brasil, ndo raramente pessoas se expdem ao sol sem o0 uso adequado da
fotoprotecdo??, por vezes desconhecem o0s riscos proporcionados pela exposicéo
exagerada aos RUV. As areas do corpo mais acometidas por fotodermatoses séo as
gue ficam descobertas mais tempo nas diferentes estagcbes do ano. No inverno
geralmente a pele do rosto e maos ficam expostas, no outono e primavera essa
exposicao se amplia para os antebracos, pernas, pescoco e colo, enquanto que no
verdo, as coxas e bracos também acabam sendo descobertos. No veréo, o sol esta
mais proximo da superficie terrestre, associado a esse fator tem-se a reducao da
protecdo da camada de ozdnio provocada pela degradacéo*3-4°.

Pessoas com pele clara, produzem mais feomelanina e possuem menos

fotoprotetor enddgeno, 0 que as tornam vitimas frequentes de queimaduras solares e
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danos epidérmicos induzidos pelos RUV#. Enquanto que os individuos com peles
mais escuras tendem a bronzear a pele com facilidade, produzem maior quantidade
de melanina para protecao celular e, consequentemente, hiperpigmentam mais e se
gueimam menos que os de pele clara®4. Além dos agravantes proporcionados pelo
sol na producdo das hipercromias, os processos inflamatorios e as alteracbes

hormonais séo estimuladores em potencial a formacédo do pigmento?’.

1.1.1.2 Agao dos hormonios na melanogénese

Varios horménios possuem relacdo com a producdo de melanina. Dentre eles
estdo o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), a lipotrofina (LPH) e o hormdnio
melandcito estimulante (MSH)?°.

O MSH esta diretamente relacionado com a melanogénese, é produzido na
regido posterior da glandula hipofise. Uma vez que o MSH se liga na superficie dos
receptores do melandcito, pode aumentar a atividade celular em até 100 vezes. Como
responsavel pela melanizacdo ao receber sinalizacdo de aumento do numero de
gueratindcitos ele estimula a producéo e a migracdo de melanossomos do melandcito
para dentro dos queratindcitos®’.

O horménio ACTH é um horménio liberado pela adeno-hipofise e durante sua
sintese regula a producao de cortisol. A tendéncia é que quando o individuo apresenta
niveis elevados de cortisol o ACTH também esteja aumentado. O ACTH possui
sequéncias peptidicas semelhante ao MSH, quando encontrado em grandes
concentracdes pode se ligar em receptores do MSH resultando em pigmentacéo da
pele?d,

Quando ha algum tipo de alteracdo em horménios sexuais como, estrogénio
e progesterona, as hipercromias tendem a aparecer no rosto, genitais e aréola
mamaria, aumentando o nimero de melandcitos ativos e de melanogénese nessas
regibes. Essas caracteristicas prevalecem em mulheres gestantes e/ou lactantes e
sdo chamadas de melasma ou cloasma®.

A lipotropina (LPH) esta associada com a formagédo do horménio melandcito
estimulante. Ambos sdo gerados na hipdfise e hipotalamo, apdés o estimulo de

clivagem de um pré-hormoénio chamado pré-opriomelanocortina (POMC).
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Dentre os tipos de hipercromias mais comuns estéo as efélides, o melasma,

a melanose solar e a hipercromia pés-inflamatérias.

1.1.1.2 Melasma

O melasma é uma doenca de pele adquirida que acomete areas mais
frequentemente expostas aos raios RUV. Quando se forma nos periodos gestacionais
recebe o nome de cloasma?*. E mais comum surgir na regido frontal, zigomatica e
maxilar. Caracterizado por manchas marrom escuras de contorno irregular®4, se
apresenta como uma hipercromia epidérmica pelo aumento da melanogénese na
superficie da pele e em casos menos frequentes pode haver depdsito de melanina em
derme?.

O melasma se manifesta em ambos os sexos**, porém é mais prevalente em
mulheres do que em homens?:. Pode estar associado ao aumento do estresse
oxidativo®®, histérico familiar, exposicdo aos RUV, associacdo de diferentes
medicagdes para terapia hormonal, uso de contraceptivos orais, mulheres em idade
fértil ou em periodo gestacional e € mais frequente em pessoas com fototipos entre Il
e VI da classificacdo de Fitzpatrick®®°t. O clima também influencia no aparecimento
dessa hipercromia, regides geograficas com maior exposi¢ao ao sol, com climas mais
secos e quentes apresentam mais casos de melasma que em regibes com
temperaturas mais amenas?*.

Devido ao seu envolvimento facial frequente, a hipercromia apresenta impacto
de reducdo da qualidade de vida dos pacientes®. Esse impacto associa-se ao
sentimento de o individuo estar menos atraente e incomodado com a hipercromia ao
se olhar no espelho®%3%4, Quando o tratamento de clareamento escolhido é muito
agressivo, o0 melasma pode associar-se a uma hipercromia pés-inflamatéria, migrar
pigmentos para a derme e gerar uma coloracédo ainda mais intensa®*°. Para evitar o
reaparecimento da hipercromia, a orientacdo dada € de ndo expor a area acometida
ao sol sem a devida protecdo, evitar locais que oferecam mais calor, procurar
acompanhamento de um médico para verificar os niveis hormonais e corrigi-los
guando necessario e cuidar da pele com cosméticos clareadores para controlar a

pigmentacéo®.
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1.1.1.3 Hipercromia pdés-inflamatéria

As hipercromias pos-inflamatérias sdo uma consequéncia de residuos de
processos inflamatérios que acometem a epiderme e a derme. Essas inflamagfes
podem ser derivadas de queimaduras, cirurgias, dermatites ou acne vulgar. Séo
consideradas alteracdo secundaria ao processo inflamatério®. Essa hipercromia
resulta da acdo de diversos fatores, como ET-1, mediadores inflamatorios IL-1a ou IL-
1B, EROs e oxido nitrico (NO) que agem estimulando a melanogénese?’.

O tratamento de hipercromia pos-inflamatéria comumente é feito por
substancias clareadoras e com atividade de afinamento da pele'®%. Essas
hipercromias sdo confundidas comumente com o melasma e a melanose solar. Para
identificar a natureza da lesdo, € necessario uma investigacao do histérico e habitos

de vida do individuo para, entdo. definir qual o tipo da hipercromia®’.

1.1.1.4 Melanose solar

A melanose solar € uma mancha senil, provocada pelo acumulo de radiacéo
solar ao longo da vida. Esta dentre as alteragdes cutdneas mais comuns a partir dos
50 anos de idade, juntamente com as queratoses seborreicas?. Na faixa dos 90 anos
de idade, a melanose solar esta entre a queixa secundaria de dermatoses mais
prevalente®s.

Para tratar essas hipercromias a terapia precisa ser mais intensa. Pelo fato de
se originarem por efeitos cumulativos de exposicédo ao sol geralmente situam-se em
profundidade de derme, o que as torna dificil de tratar com cosméticos topicos. Para
alcancar a profundidade dessa leséo, terapias mais agressivas sao utilizadas, tais
como peelings quimicos profundos e Laser de CO? fracionado, que necessitam
geralmente ser associadas aos cosméticos com atividade cicatrizante, anti-

inflamatdria e calmante para evitar manchas pés-inflamatérias no local da leséo®°.

1.1.1.5 Efélides

As efélides, também conhecidas como sardas, sao hipercromias com

coloracédo levemente avermelhadas ou castanho-claras®?, estdo associadas a fatores
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genéticos, sdo potencializadas com a exposicdo aos RUV e apresentam-se mais
intensas no verdo®-1, O numero de efélides varia de poucas unidades a centenas de
manchas que se estendem da face para o colo e bracos®. O tratamento com
substancias clareadoras auxiliam na reducdo dessa hipercromia, porém o uso de
fotoprotecdo é indispensavel para diminuir o escurecimento e surgimento de novas

efélides?.

1.1.2 Tratamento para hipercromias

A fotoprotecdo é primordial nos casos de prevencédo das hipercromias®?.
Porém, quando a hipercromia ja se faz presente, existem tratamentos disponiveis para
sua reducao, em geral visam as seguintes acoes:

- Inibicdo de tirosinase®s;

- Inibicdo de NO e EROs*®3;

- Inibicdo da formacgé&o da melanina®?;

- Remocdo de melanina pré-formada®?;

- Remocdo de queratindcitos pigmentados3?;

- Inibicdo de formacéo dos melanossomos®?;

- Alteracéo na estrutura dos melanossomos??;

- Degradacdo de melanossomos?;

- Reducéo do transporte de granulos de melanina®;

Os tratamentos séo classificados em fisicos e quimicos. Dentre os fisicos
estdo o peeling de diamante ou de cristal, laser® e luz intensa pulsada (LIP)%®,
equipamentos que buscam a remocao da melanina pré-formada ou a degradacao
seletiva de pigmento. Os tratamentos quimicos sdo compostos por peelings quimicos
e férmulas farmacéuticas de uso topico com incorporacao de ativos, que buscam tanto
a remocdo da melanina ja depositada quanto a inibicdo da formacédo de pigmento®64.
Os ativos mais utilizados possuem acdo antioxidante, despigmentante, clareadora,
fotoprotecdo e nos casos de peles ressecadas ativos hidratantes, umectantes e
emolientes se fazem necessarios para a eficacia do tratamento®.

Dentre os tratamentos quimicos, diferentes formulas farmacéuticas sao
utilizadas, desde cremes, géis, séruns, lo¢cdes até formas mais elaboradas com o
intuito de aumentar a permeacéo dos ativos, denominadas de mascaras. As mascaras

sdo aplicadas com uma camada mais espessa e 0s ativos incorporados a essa
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formulacdo ficam expostos a pele de 15 a 20 minutos, apés esse periodo o produto €
removido com agua?'6,

Devido aos continuos estimulos enddgenos e exdgenos recebidos, no caso
das hipercromias os ativos precisam estar disponiveis por mais tempo na pele,
geralmente, necessitando de reaplicagdes. Porém, alguns despigmentantes possuem
efeitos colaterais evidentes, o que faz com que sua reaplicacéo ndo seja indicada'®.
Os principais problemas ja identificados sao a toxicidade dos ativos ao melandcito,
irritacdo e aumento da sensibilidade da pele, além de comumente possuirem potencial
carcinogénico®. Com o intuito de minimizar esses riscos, a associa¢do de ativos
antioxidantes e clareadores de pele estad sendo utilizada na regido acometida pela

hipercromia®367,

1.1.2.1 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo moléculas responsaveis pela reducdo do estresse
oxidativo. O sistema antioxidante cutdneo é composto por substancias enzimaticas e
ndo-enziméticas. Os antioxidantes enzimaticos que se destacam sdo a glutationa
peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD). Entre os
antioxidantes ndo-enzimaticos estédo o betacaroteno, vitaminas A, C e E, a melatonina
(responsavel pelo relégio biologico e pela inducdo da sintese de glutationa
peroxidase) e o estradiol (possui atividade semelhante a da vitamina E)®.

O mecanismo de acdo do sistema antioxidante da pele funciona em sinergia.
A SOD consegue converter a ERO O2" em H202, prevenindo os danos que poderiam
ser causados por esse radical’®. Imediatamente apds essa reacéo, a enzima CAT faz
a decomposicdo do H202 em agua (H20) e oxigénio (O2) resultando em duas
moléculas de &agua, uma de glutationa oxidada (GOX) e uma de produto

correspondente (PRC) que ndo possui atividade téxica® (Figura 2).
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sSOD
2 02- + 2H+— H202 + 02

CAT
2 HyOp === 2 H,0,+ O,

GP
* H,0,+ 2GR == 2H,0+GOX

GP
. HOXL + 2 GR == 2H,O+ GOX + PRC

Figura 2 — Esquema acéao antioxidante endégena. 1) Dismutacéo de radical oxigénio
(O27) em perdxido de hidrogénio (H202) por acdo da superdxido dismutase (SOD). 2)
Acédo da catalase e glutationa na decomposicdo do H202. Acao da glutationa
peroxidase (GP), glutationa reduzida (GR), hidroperéxido lipidico (HOxL), resultando
em transformagédo de duas moléculas de agua (H20), uma de glutationa oxidada

(GOX) e produto de reducao correspondente (PRC).
Fonte: Adaptado de Guaratini et al®®.

Os antioxidantes enddgenos nem sempre estdo em quantidade suficiente
para contornar o estresse oxidativo produzido por agressdes exogenas, fazendo-se
necessaria a reposicdo de antioxidantes através de alimentos ou cosmeéticos com
ativos para essa finalidade’. As atividades antioxidantes externas sdo encontradas
mais frequentemente em extratos de plantas com alto teor de polifendis, flavonoides
e vitaminas. Dentre elas estdo Syzygium cumini (nome popular jambol&o)’, Origanum
majorana (nome popular manjerona)’?, Hymenaea stigonocarpa (nome popular
jatoba)®s.

Os polifendis se caracterizam por compostos fendlicos com atividade
antioxidante elevada, dentre eles estéo os flavonoides, que apresentam interagéo no
processo de clareamento da pele'®. O mecanismo de acdo dos compostos fendlicos
se da através da inibicdo ndo competitiva da tirosinase, e sua atividade antioxidante
esta relacionada a sua estrutura quimica, no qual a presenca de anel benzénico
associado a grupos de hidroxilas em estrutura ciclica agem doando atomos de
hidrogénio ou de elétrons, transformando radicais livres (RL) em substancias estaveis.
Assim, os compostos fenodlicos apresentam propriedades de reducdo do estresse
oxidativo e atividade quelante de metais’.

Pelo fato de extratos ricos em polifendis proporcionarem atividade quelante

de metais, esta atividade pode ter auxiliado na inibicdo da tirosinase através da



30

guelagéo do ion cobre, precursor da ativacdo da enzima tirosinase no processo de
producdo de melanina®,

O uso de antioxidantes no tratamento de hipercromias vem sendo empregado
com o intuito de inibir a tirosinase de forma ndo competitiva e assim, inibir o processo
de formacdo de melanina em diferentes fases, reduzindo a oxidagédo de DOPA,
diminuindo a atividade da tirosinase e a oxidacdo de cisteinildopa®t>3474 A
associacdo dos antioxidantes com despigmentantes se mostra eficaz no clareamento

de hipercromias®®.

1.1.2.2 Despigmentantes

Agentes despigmentantes agem como redutores da atividade da tirosinase®2.
Essa inibicdo pode ser reversivel ou irreversivel. A reversivel pode ser do tipo ndo
competitivo ou competitivo. Os competitivos possuem caracteristicas similares a do
substrato, competem com ele na ligagdo com a enzima e impedem a formacéo do
produto, porém dependendo da quantidade de enzima e substrato no tecido eles nao
sdo muito eficazes. Quanto mais substrato, mais ativo competitivo reversivel se faz
necessario’®.

O nao competitivo reversivel ndo compete com o substrato. Ele precisa da
ligacdo do substrato com a enzima, nesse caso, ele s6 funciona com quantidades
suficientes de substrato. O inibidor irreversivel se liga no sitio ativo da enzima
irreversivelmente formando ligagbes covalentes e pode destruir grupos funcionais
importantes, pode ser progressivo até determinada concentragdo atingindo a inibigédo
maxima da enzima’®.

O principio ativo com finalidade despigmentante utilizado com mais frequéncia
no tratamento das hipercromias € a hidroquinona (HQ) (Figura 3). A HQ é conhecida

como um dos inibidores mais eficazes de melanogénese’®.
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OH

OH
hidroguinona

Figura 3- Molécula de hidroquinona.
Fonte: Assalin e Silva’’.

Para iniciar o processo de melanogénese é necessaria a hidroxilacdo de L-
tirosina, quando se expde a HQ em relagéo a tirosina, elas competem e a HQ em
concentracfes suficientes prevalece ligando-se na enzima tirosinase e impede a
ligacdo com o substrato tirosina, ndo permitindo que haja formacao de pigmentos nos
melandcitos ativos’®. Apds ligar-se a enzima, a HQ se oxida e apresenta-se ao tecido
em formato téxico. Por isso, 0 uso excessivo da HQ pode induzir ao aparecimento de
hipocromias (auséncia de cor), aumentar a sensibilidade da pele, provocar manchas
pés-inflamatorias e estimular o aparecimento de ocronose exdgena (mancha cinza
escuro)*©,

Devido aos riscos proporcionados pela HQ, outros ativos estdo sendo
utilizados para o clareamento de manchas. Entre eles esta a arbutina, que pode atuar

em diferentes fases da formacéo do pigmento’®.

1.1.2.2.1 Arbutina

A arbutina € um B-D-glucopiranosideo natural com estrutura semelhante a
hidroquinona (Figura 4). E um dos principais constituintes da planta Arctostaphylos
uva-ursi (uva-ursi) e € encontrada em quantidades significativas em Origanum

majorana (manjerona)!.
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Figura 4- Estrutura quimica de arbutina: (hidroquinona-O-B-D-glucopiranosideo),

formada pela juncdo de uma molécula de glucose com hidroquinona.
Fonte: Wang e colaboradores®.

Possui atividade despigmentante pela inibicao da tirosinase desde o inicio da
formacdo do pigmento até a maturacdo da eumelanina. A arbutina se mostra mais
vantajosa por ser uma molécula estavel e ndo ser téxica apds reagir com a
enzimal2338L82 a0 invés de ser citotbxica age como citoestatica, inibindo a
hidroxilagédo da tirosina e a atividade de DOPA oxidase da tirosinase®. Por isso é
utilizada como substituta da HQ nos tratamentos de hipercromias®’-7°. Enquanto a HQ
possui capacidade de interferir no processo inicial da diferenciacdo do melandcito até
a formacédo da melanina, a arbutina ndo provoca diferenciacéo da estrutura da célula,

apenas suprime elevacdes da tirosinase®.

1.1.3 Origanum majorana

A planta Origanum majorana € conhecida popularmente como manjerona,
manjerona-doce, manjerona verdadeira (Figura 5). Espécie da familia das Lamiaceae
(L.) € uma planta herbacea nos climas nérdicos, apresenta-se com folhas verde-claras
de aroma agridoce e flores brancas ou purpuras, sua altura varia de 15 a 60 cm e
cresce em forma de touceiras®. Cresce naturalmente no Egito, paises do
Mediterraneo Oriental e pode ser cultivada na Europa do Norte e paises com clima
tropical. As partes da planta utilizadas com maior frequéncia em estudos sao as folhas,

flores e 6leo essencialls.



Figura 5- Planta Origanum majorana®®.
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A planta Origanum majorana apresenta concentracdo consideravel de

arbutina'®!* e é rica em fendis, um dos grupos mais importante de antioxidantes

naturais. Dentre os compostos fendlicos presentes nessas ervas aromaticas,

destacam-se os flavonoides e tocoferol, sendo que suas concentracdes no 6leo

essencial ou extrato da planta podem variar dependendo das formas de extracdo®’.

A caracterizacdo quimica de Origanum majorana mostra diferentes

concentracdes de substancias em seus extratos e 6leos essenciais®”-#. O Quadro 1

apresenta alguns percentuais da concentracao de substancias presentes nos extratos

e Oleos esséncias da planta.

Quadro 1 - Concentracdo de substancias predominantes na planta Origanum

majorana. (continua)
Substancia Porcentagem Forma Referéncias
% analisada (AUTOR, ano)
Terpinen-4-ol 38,40 Oleo essencial Vera, Chane-Ming, 199928,
3,6 Oleo essencial Sarer, Scheffer, Svendsen,
198287,
cis-Sabinene 14,95 Oleo essencial Vera, Chane-Ming, 19998,
hydrate 1,6 Oleo essencial Sarer, Scheffer, Svendsen,
198287,
p-Cymene 7,01 Oleo essencial Vera, Chane-Ming, 199928,
y-Terpinene 6,89 Oleo essencial Vera, Chane-Ming, 199988,
Linalool 76,6 Oleo essencial Sarer, Scheffer, Svendsen,

198287,
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Flavondides* 0,53 Extrato VAgi et al, 200572,
Taninos* 6,45 Extrato VAgi et al, 200572
Polifenois* 11,66 Extrato Vagi et al, 200572,
Arbutina 4 Extrato Lukas et al, 20103

3a6 Extrato Lamien-meda et al, 20094

*Estudo ndo apresentou andlise das substéncias isoladamente.
Fonte: Adaptado pela autora, 2018.

O extrato dessa planta é utilizado na farmacologia com diferentes finalidades,
dentre elas a acédo antifingica®, antibacteriana® e antioxidante®, também é utilizado
como especiaria culinaria, mostrando-se eficaz na reducdo de oxidacdo de alimentos
em concentracdo de 0,25%°9%. A espécie Origanum se mostra eficaz na inibicdo da
enzima tirosinase®>°3, acredita-se que por ser rica em arbutina a Origanum majorana
também possa apresentar essa acao.

Devido as concentracdes consideraveis de arbutina®* e substancias
antioxidantes’?°1, o uso do extrato de Origanum majorana em formulagdes cosméticas
podera apresentar resultados significativos nos tratamentos de hipercromias. A
atividade do extrato ainda podera ser potencializada em associa¢cdo com formulagfes
com capacidade de incremento da hidratacdo cutdnea com a tecnologia da forma

farmacéutica de géis formadores de filme.

1.1.4 Hidratag&o cutanea

O processo de hidratacdo natural da pele ocorre durante o processo de
diferenciacao celular na epiderme, no qual os queratindcitos basais sofrem a reducao
de aproximadamente 80% de seu peso original, caracterizando essa reducgao
principalmente pela perda de agua presente dentro das células®. Ao chegarem na
superficie da epiderme as células se tornam anucleadas e achatadas e se sobrepdem
compondo a camada cérnea, sem liquido em seu interior?*,

A epiderme estd em constante renovagdo, eliminando células da camada
cérnea na medida em que ha diferenciacdo dos queratinécitos basais?®. A eliminacédo
das células da camada cérnea ocorre quando estruturas responsaveis pelo aumento
da coesé@o entre os queratinocitos (desmossomos) sdo desligados das membranas
celulares através da acdo de enzimas proteoliticas®®. As enzimas fazem a quebra da
filagrina (proteina ligada aos desmossomos) e esta proteina degradada forma o fator

natural de hidratacdo (FNH). Além do FNH, a hidratacdo cutanea esta diretamente
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relacionada com a presenca de lipideos intercelulares, juntos eles formam o manto
hidrolipidico?%. O manto hidrolipico é responsavel pela manutencdo da barreira
cutanea, protegendo o organismo de agressdes exdgenas®.

Quando a pele esta desidratada as células ficam agrupadas em blocos,
formando rugosidades na superficie da epiderme com aparéncia de formatos
geomeétricos, podendo apresentar também descamacéo em blocos, ficando visivel o
processo descamativo e a pele pode apresentar aparéncia xerotica quando
observadas com microscopia®®. Quanto maior o espaco formado entre estes
grupamentos, maior a desidratacdo do tecido®.

Um fator que pode influenciar na permeacao de ativos na pele é a hidratacéo
cutanea reduzida, quanto mais ressecadas estiverem as células e a matriz extracelular
da camada cérnea da epiderme, menor sera a difusdo dos ativos aplicados sobre a
pele, fazendo com que estes ativos fiquem mais concentrados na camada cornea e
com que ndo atinjam as camadas adjacentes®’.

A remocao ou a alteracdo da estrutura dos lipidios intercelulares do estrato
coérneo pode também danificar os desmossomos, reduzindo a barreira de protecéo
epidérmica e modificando a permeabilidade da pele®’. Este efeito também pode
reduzir a coesdo dos cornedcitos e diminuir a formacdo do FNH da pele®.

Para que os ativos dermocosméticos permeiem a pele, sdo desenvolvidas
formulacdes que apresentem afinidade com a barreira cutanea®’. Geralmente séo
utilizados agentes promotores de oclusdo, emolientes, umectantes e Oleos
biocompativeis com baixo peso molecular para facilitar a permeacéo dos ativos?1:66:%9,
A presenca de 6leos essenciais na formulacdo pode aumentar a permeacéao dos ativos
na pele, devido suas caracteristicas lipofilicas se associarem com os lipideos
presentes na barreira cutanea e na matriz extra-celular's,

Além dessas caracteristicas, estdo sendo desenvolvidas formas de
permeacdo dos ativos através da oclusdo cutanea?l. Os géis formadores de filme
fazem oclusao na pele e influenciam no aumento da permeacéo de ativos na pele com
uma taxa de difusdo muito mais rapida e com continuidade de liberacdo do ativo por

mais tempo?®,
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1.1.5 Géis formadores de filme

Os géis formadores de filme sdo formulacdes que tém sido utilizadas em
cosméticos e produtos farmacéuticos de uso tépico por seus efeitos de melhora da
permeacdo dos ativos e por apresentarem caracteristicas de facil aplicabilidade!?.
Além disso, possibilitam o controle da liberacdo dos ativos pelo veiculo e a formacéo
de filme sobre a pele'®>1%, Para a formacdo desses géis podem ser utilizados
polimeros hidrofilicos, que quando incorporados apresentam caracteristicas de
aumentar a viscosidade nas preparacoesi®,

Para que o produto seja aceito pelo consumidor final algumas caracteristicas
devem ser alcancadas quanto ao comportamento do produto sob a pele, dentre elas
estdo:

- Tempo de secagem dos filmes;

- Manutencéao da integridade da pele;

- Formacéo de ocluséo;

- Bioadeséo;

- Aparéncia estética com filmes finos e transparentes;

- Propriedades mecéanicas adequadas; (aplicacéo facil, permissdo de movimentos do
corpo/pele, facil remogéo)1.

Para desenvolvimento de filmes finos de uso dermatoldgico para entrega de
ativos sdo utilizados diversos polimeros. Dentre eles o poli vinil pirrolidona (PVP) e o
poli alcool vinilico (PVA)!, Algumas propriedades e principais finalidades de uso

estdo apresentados na Quadro 2.

Quadro 2 - Propriedades fisico/quimicas e principais finalidades de uso dos
polimeros Poli vinil pirrolidona (PVP) e o Poli alcool vinilico (PVA)  (continua)
PVP PVA

Propriedades: ampla gama de solubilidade, | p6 granular com coloracdo

nao idnico, coadjuvante de | branco a creme; sollvel em
mucoadesdo, propriedades | agua; sintético; nao-ibnico;
altas de absorcédo de agua propriedades mucoadesivas
moderadas

Finalidades de uso | formacdo de pelicula junto | filmes muito flexiveis; muito

com PVA; maior flexibilidade | utilizado em preparacdes
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de peliculas; em diferentes | oftalmoldgicas; alongamento
proporgdes com  outros | mais alto em relagdo aos
polimeros  possibilita o | valores de ruptura®®.

controle de liberagcdo de

farmacos.

Fonte: Adaptado de Karki e colaboradores?®®t.

Esses polimeros podem ser utilizados em forma de blenda polimérica, que se
caracterizam pela jungéo de dois ou mais polimeros que interagem apenas de forma
secundaria, sem a presenca de ligacGes covalentes entre as moléculas®. Nessas
blendas podem ser acrescentados polimeros cristalinos (moléculas organizadas
paralelamente, sdo mais duros e opacos) e/ou amorfos (moléculas ficam organizadas
entrelagadas, geralmente sdo transparentes) formando estruturas semi-cristalinas
(juncdo das propriedades dos cristalinos com amorfos)96:107 que permitem que as
caracteristicas desejaveis dos produtos sejam alcancadas, dentre elas a capacidade
de dissolucdo rapida ou permanéncia prolongada no local de administracéo,
biocompatibilidade, n&o toxicidade, estabilidade e carga dos farmacos
adequada103,104,108,109_

Os géis formadores de filme estao classificados como sistemas matriciais de
liberacédo de ativos. Nesse sistema os ativos sao incorporados dentro da formulacéo,
juntamente com os polimeros, solventes e plastificantes. Suas propriedades se
modificam de acordo com concentracdo de polimeros e temperatura utilizada para a
producdo das formulagdes!1o-112,

Para que o cosmético com base de gel formador de filme tenha boa
atratividade cosmética, precisa apresentar um tempo de secagem de
aproximadamente 5 minutos. Bem como formar filmes finos e transparentes que
tenham propriedades mecéanicas adequados para terem bioadesdo e mesmo assim
serem removidos da pele sem apresentar lesbes na pele e nem apresentar

rompimento do filme.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar atividade hidratante e despigmentante de um GFF com

extrato de Origanum majorana rico em polifendis e arbutina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar o extrato de Origanum majorana;

e Desenvolver formulacdo de GFF contendo extrato de Origanum
majorana,

e Analisar o tempo de secagem de formulagbes com diferentes
concentragdes de polimeros formadores de filme com e sem extrato de
Origanum majorana,

e |dentificar se a adicao de extrato de Origanum majorana modifica o pH
e viscosidade da base polimérica do GFF.

¢ l|dentificar se a adicdo de extrato de Origanum majorana modifica as
propriedades mecanicas do filme formado

e Investigar o efeito hidratante do GFF contendo extrato de Origanum
majorana,

¢ Investigar o efeito despigmentante em pele humana do GFF contendo
extrato de Origanum majorana,

¢ Identificar reacOes adversas em pele humana e sua associacdo com o
uso do GFF contendo extrato de Origanum majorana.

¢ Identificar satisfacdo dos voluntarios em relacdo a aplicabilidade do
GFF contendo extrato de Origanum majorana.
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A pesquisa é classificada quanto ao nivel como descritiva, quanto a

abordagem como quantitativa e quanto ao procedimento como experimental. Foi

dividida em trés etapas, sendo a primeira, a de producgao e caracterizacédo do extrato

de Origanum majorana, a segunda, o desenvolvimento de uma formulacdo contendo

polimeros formadores de filme para incorporacéo do extrato realizadas no laboratério

do grupo de pesquisa Tecnologia Farmacéutica — TECFARMA, localizado na
Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL, Tubardo/SC.

A terceira etapa consiste na avaliacdo da atividade hidratante e

despigmentante da formulacdo desenvolvida. Foi realizada no Laboratério de

Cosmetologia e Estética, localizado no bloco C (Policlinica) da Universidade do Sul

de Santa Catarina — UNISUL, no municipio de Tubar&do/SC. O fluxograma do estudo

esta na Figura 6.
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3.2 PRODUCAO DO EXTRATO DE Origanum majorana

3.2.1 Producéao do extrato

A planta seca Origanum majorana foi adquirida da empresa Estacdo dos
Graos Ltda., as folhas secas foram moidas em um liquidificador e tamisadas,
selecionando as particulas < 850 micrémetro (um) para a preparacao do extrato.

Foram pesados 500g da planta seca moida e tamisada, em seguida foram
separadas 100 g. Para a extracdo foram preparados 500g de solucdo extratora
(etanol:glicerina:agua;8:1:1). Para a extracdo foram utilizadas 500g de solucéo
extratora com 100g de planta seca e tamisada, totalizando massa de 600g. A planta
seca foi mantida em contato com o liquido extrator por um periodo de 24 horas em
agitador (Heidoph®). Em seguida foi realizada uma filtracdo sob pressao reduzida por
utilizando filtro da marca Unifil®, com espessura de 0,16mm, gramatura de 80g/mz2 e
velocidade de filtracdo DIN 53137(s):20-25, o etanol utilizado foi evaporado em
evaporador rotatério sob pressao reduzida a 40°C por 3 horas (Banho Dubhnoff DB-
100®). Foram adicionadas 0,25% de conservante Neolone PE®, seguido de agitacao
por 2 minutos em agitador magnético Fisatom® e reservado o extrato em um frasco

de vidro @mbar1s,

3.2.2 Caracterizagdo quimica do extrato

3.2.2.1 Teor de polifendis totais

Para a quantificagédo do teor de fendlicos foi utilizado metodologia descrita na
literatura, segundo a qual 1 mL de solugdo da amostra foi adicionada em balao
volumétrico e diluida com agua destilada para 50 mL. Em seguida 1 mL de reagente
de Folin-Ciocalteu foi adicionado e os conteudos do frasco foram misturados. Apos 3
minutos, foram adicionados 3 mL de Na2CO3 (2%) e a mistura foi deixada em repouso
durante 2 minutos. A absorvancia foi medida a 760nm em espectrofotometro. As
concentragcdes de compostos fendlicos totais nas amostras foram determinados como

mg equivalente de acido galico usando equacao obtida a partir curva de calibracédo de
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acido galico padréo: Absorvancia = 0,0053 x Total de fendéis [Acido gélico equivalente
(mg)] - 0,0059114,

3.2.2.2 Teor de arbutina

A arbutina foi quantificada pelo método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). O sistema cromatografico utilizado foi um Shimadzu A10, detector
UV-visivel, fase movel agua:metanol:HCLO,1M (90:9:1), coluna C18 sub-3,
comprimento de onda 275nm, temperatura 35°C e fluxo de 1mL /min. O célculo das
concentragdes dessas substancias no extrato foi realizado pela construgao das curvas
de calibracdo padréo preparadas na faixa de 30 a 50pug/mL. O método foi previamente

validado13,

3.2.2.3 pH

Para determinag&o do pH do extrato as andlises foram realizadas diretamente
no produto. Todas as analises foram realizadas em triplicata com o equipamento Bel
engineering W3B pH meter® previamente calibrado com solucdo tampéao de pH 7 e 4.
Os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

3.3 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO COM POLIMERO FORMADOR DE
FILME

3.3.1 - Selecéo da concentracao de polimero formador de filme para producéao

do gel contendo o extrato

Com o obijetivo de definir qual a melhor concentracdo de material polimérico
para formacéo de filme foram estudadas formulacdes contendo a relacdo PVA/PVP
(40:60 %). Os polimeros foram pesados e adicionadas ao solvente (agua), mantidos
em agitador magnético por 6 horas com aquecimento a 90°C. Apds este periodo foram
adicionados a formulacéo o plastificante o glicerol, e ao final do preparo da formulacao
foi adicionado como tensoativo o Olivem 400®. Foram estabelecidas para os testes 3

diferentes concentracdes poliméricas de acordo com o quadro 1.
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Quadro 3 — Composicao das formulagdes testadas no estudo.

Formulagao
F14 F16 F18
PVA (%) 5,6 6,4 7,2
PVP (%) 8,4 9,6 10,8
Glicerol (%) 2,8 3,2 3,6
Agua (%) 83,2 80,6 78,4
Olivem 400® (%) 0,2 0,2 0,2

Os géis produzidos foram caracterizados em funcéo da sua viscosidade, pH
capacidade de formar filmes, bem como o tempo de secagem e a capacidade de

hidratagéo imediata.

3.3.2 Viscosidade

A viscosidade dos géis foi determinada em viscosimetro rotativo Visco Star R
(Fungilab, Barcelona) utilizando spindle tipo R3 com agitacao inicial de 50 rpm a

temperatura de 25°C.

3.3.3 pH

Para determinacdo do pH dos géis formadores de filme amostras foram
diluidas na proporcéo 1:10 em agua de osmose reversa. Todas as analises foram
realizadas em triplicata com o equipamento BEL engineering W3B pH meter®
previamente calibrado com solucdo tampdo de pH 7 e 4. Os resultados foram

expressos em média e desvio padrao.

3.3.4 Tempo de formagéo do filme

A determinacdo da formacao do filme foi feita utilizando teste visual de

adaptacdo da metodologia descrita por Shoeder e colaboradores®. Foi aplicado o
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GFF sob uma superficie de vidro com divisérias paralelas com diferentes espessuras.
Para a aplicacdo do produto na placa foi utilizado uma pipeta volumétrica para
gotejamento do gel no vidro e utilizada outra placa de vidro para espalhamento. A
guantidade de produto aplicada por milimetros quadrados (mm?2) foi mensurada
através do peso da placa antes e imediatamente apés a aplicagdo do produto. A placa
foi mantida com temperatura de 30 + 2 °C durante o tempo de acompanhamento da
secagem do produto e consequente formacéao do filme.

O tempo de secagem e formacéao do filme foi verificado com o auxilio de uma
lamina de vidro seca (LVS). A cada 10 segundos foi apoiado a LVS sob a placa com
o produto, sem fazer presséo no gel e removida em seguida. Apos remocao da LVS,
foi verificado a existéncia ou ndo de material liquido aderido a LVS com auxilio de
papel toalha. O filme foi considerado formado e seco quando a LVS nao apresentou
material liquido apGs ser apoiada sob o gel.

Apos verificar a quantidade de massa do filme que foi aplicada na placa, foi
feito uma média da massa aplicada por centimetro quadrado da placa com a finalidade
de utilizar a mesma massa para a verificagcdo do tempo de secagem do filme na pele
de voluntarios. Para quantificar o tempo de secagem do filme na pele foi utilizado o
mesmo processo com a LVS, citado anteriormente.

Foi realizado um ensaio prévio para a determinacao de tempo de secagem do
produto na pele utilizando o mesmo processo do teste de tempo de secagem do
produto no vidro. Foram aplicadas massas semelhantes as utilizadas nas placas de

vidro. A coleta dos dados foi feita em triplicata.

3.3.5 Espessura dos filmes

As espessuras dos filmes formados foram mensuradas com micrometro
manual Outside micrometer® OM-25 (0-25x0.001mm). Foram marcados 4 pontos para
mensuracdo da espessura dos filmes formados nas placas de vidros, e mensurados
0s 4 pontos sem a aplicacdo do produto. Apds a formacao do filme na placa de vidro
foram coletados nos mesmos pontos previamente marcados no vidro, obtendo o
resultado equivalente a espessura do vidro somado a espessura do filme. Para
determinar a espessura do filme, foi subtraido o valor da espessura da placa de vidro

de cada ponto de medicéo.
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3.3.6 Fotos e microscopia

As fotos e microscopias dos filmes bem como da pele foram capturadas
utilizando camera digital de 12 MP do celular Iphone 7® e Microscopio Digital Eletronic
Magnifer®. Para o ajuste da aplicacédo da imagem feita pelo microscépio, foram feitas
as regulagens do equipamento utilizando uma régua que serviu como escala para as

microscopias.

3.3.7 Hidratacao e oleosidade cutanea

Para selecionar a formulacéo a ser incorporado foram realizados testes de
hidratacéo e oleosidade cuténeas proporcionadas pelos filmes imediatamente apos a
remocao do filme formado com diferentes massas aplicadas. O objetivo foi verificar se
a quantidade aplicada € suficiente para produzir certa oclusdo e alteracdo do manto
hidrolipidico. Para o teste foi utilizado um termémetro digital ScanTemp® para o
acompanhamento da temperatura de pele (no mesmo ponto localizado na regido
central da area, antes da aplicacdo e apds a remocéao do filme) e o equipamento Skin
analyser®, o qual determina a quantidade de agua e Oleo presentes na pele através
da velocidade e forca da passagem de correntes galvanicas pelo tecido. Para
mensurar a hidratacdo e oleosidade, o equipamento foi apoiado sobre a pele na
mesma regido antes da aplicacdo do filme, e um minuto apds a remoc¢éao do filme

formado, em trés pontos antes da aplicacéo e apos a remocdao do filme, representados

na Figura 7.

Figura 7- Métodos de acompanhamento da hidratacdo e oleosidade cutaneas. Letras
significam: A- Marcacdo da area para aplicacdo do filme; B- equipamento Skin

analyser®; C- Termometro digital.
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3.4 PRODUCAO DA FORMULACAO CONTENDO EXTRATO PADRONIZADO EM
ARBUTINA

Para selecdo da formulagdo a ser incorporado o extrato de Origanum
majorana foi estabelecido que a formulacdo que apresentasse menor tempo de
secagem, aliado a capacidade de produzir um aumento da hidratacdo da pele
imediatamente apds a retirada do material bem como tivesse uma adequada
espalhabilidade na superficie da pele seria a escolhida.

Desta forma, para adicionar o extrato na formulagéo final selecionada foram
utilizadas as mesmas quantidades de glicerol das formulacfes utilizadas nos testes,
ajustando-se a quantidade de extrato no GFF de acordo com a quantidade de glicerol
disponivel no extrato.

A formulacéo final selecionada foi entéo caracterizada em relacéo a tempo de
secagem, viscosidade, capacidade de hidratagcdo de acordo com o descrito nos itens
3.3.2 ao 3.3.7 e comparada com a formulacao isento do extrato para verificar se 0s
componentes da formulacéo proporcionaram modificagdes destas propriedades. Além
disto, foi determinado as propriedades mecanicas dos filmes formados.

Para o acompanhamento da variacdo da hidratagéo e oleosidade foram
feitos testes de acompanhamento durante 12 horas apds a remocédo do filme. Para
este teste o filme foi mantido em contato com a pele durante 6 horas e foram coletados
dados referentes a hidratacdo logo apés a remocéao do filme, apos 15, 30 minutos,
1,2,4 e 12 horas. A temperatura da sala foi mantida em 24°C e umidade do ar em
75%, para a manutencao do ambiente climatizado foram utilizados umidificador de ar,

ar-condicionado e termo higrometro, durante as coletas.

3.4.1 Caracterizagdo mecanica

Para determinar as propriedades mecanicas do filme, estes foram formados
sobre placas de vidro em triplicata e, apos a secagem, foram removidos e analisados
em equipamento de tensdo deformacdo EMIC DL 2000® (Emic, Brasil). Foram
utilizadas pegas retangulares com medidas de 1 x 6 cm dos filmes contento ou ndo o
extrato de Origanum majorana. Foram obtidos os parametros de modulo da

elasticidade, deformacao e tensdo maxima na ruptura.
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3.5 ESTUDO CLINICO PARA VERIFICACAO DO EFEITO HIDRATANTE E
DESPIGMENTANTE

3.5.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo experimental com abordagem quantitativa para
determinar a capacidade de hidratacdo e despigmentacdo do gel desenvolvido
contendo extrato de Origanum majorana. O estudo foi delineado para que cada
voluntario recebesse em regido pré determinada do antebraco esquerdo o gel sem o
extrato e no antebraco direito o gel contendo o extrato. O estudo foi realizado no
periodo entre 17 de julho de 2018 e 27 de agosto de 2018.

3.5.1 Populacdo em estudo e tamanho de amostra.

O calculo amostral foi baseado na variacdo dos niveis de melanina total
conforme equagdo demonstrada na Figura 6 considerando um erro alfa(a) de 5%
(0,05) e beta(B) de 20% (0,20). Detecgao de uma variancia esperada(o) de 50UA e a

diferenca esperada(d?) de 10UA entre as médias da variavel quantitativa estudada!?®.

(a+ B)?e?
n=——p—

_ (0,05+0,20)%50”
n= 10

n = 15,625

Figura 8 — Equacéao tamanho de amostra
Fonte: Adaptado de Azevedo, 20081,

3.5.2 Critérios de inclusao e exclusao

Foram considerados como critérios de inclusao:
e ambos os géneros,
e idade acima de 18 anos,

o fototipo entre Il e IV conforme classificacdo de Fitzpatrick,
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e nNAao estar gestante ou lactante,

e auséncia de doencas de pele pré-existentes,

e ndo ter hipersensibilidade aos componentes da férmula,

e ndo estar em tratamento com corticoide, vitamina A, retindides, alfa-
hidroxiacidos ou qualquer tipo de despigmentante,

e que ndo faca uso abusivo de alcool

e Que nao seja fumante

e Pele higida.

Foram excluidos do estudo: mulheres que entrassem no periodo gestacional
durante a pesquisa, inicio de algum dos parametros previstos pelos critérios de
inclusdo, esquecimento de uso do produto por cinco ou mais dias consecutivos, outras
condicBes que nédo possibilitassem a continuidade na pesquisa e ndo comparecimento

as datas estabelecidas para coleta de dados.

3.5.3 Recrutamento

Os voluntarios foram recrutados através de mensagem eletrénica em redes
sociais na internet e divulgacdo por meio de cartazes explicativos que foram
distribuidos em locais proximos ao laboratorio em que foram feitas as analises. Os
interessados puderam entrar em contato com o pesquisador por e-mail e telefone
disponibilizados nos andncios.

Foi agendado dia, local e horario para explicacdo da pesquisa aos
interessados, e apresentado um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
para a participacdo no estudo (Apéndice A). Apos retiradas as duvidas referentes ao
estudo e os interessados que concordaram participar do estudo preencheram e

assinaram o TCLE foi verificado se eles se enquadram nos critérios de incluséo.

3.5.4 Testes de sensibilidade/alergenicidade do gel formador de filme contendo

extrato de Origanum majorana

Para o teste de sensibilidade/alergenicidade ao GFF e ao GFF contendo

extrato de Origanum majorana, foram aplicados os produtos no antebraco de
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voluntérios com pele integra. Foram verificados presenca ou auséncia de hiperemia,
prurido, ardéncia e formacao de bolhas na pele.

O acompanhamento da sensibilidade e alergenicidade dos produtos foi feito
pelo registro fotografico da area que recebeu a aplicacdo dos produtos e pelo relato
dos participantes.

N&o havendo sensibilizacdo da pele em funcédo do uso das formulacdes, os
voluntarios foram considerados elegiveis para o proximo teste que visou verificar a

atividade despigmentante e hidratante do produto.

3.5.4.1 Intervencéao teste de sensibilidade

Todos os voluntarios receberam as orienta¢cdes quanto ao modo de uso e um
molde para identificar a regido para a aplicacdo do produto, Figura 9. Os voluntérios
foram orientados a marcarem a area de aplicacdo dos produtos com caneta para que

fosse sempre aplicado na mesma regiao.

Figura 9- Molde para a aplicacdo do produto no teste de sensibilidade e alergenicidade
cutanea. Letras significam: A — Molde posicionado na linha formada pela dobra do
punho mais préxima da mao; B- Marcagdo com caneta da regido para reaplicagéo do
produto.

O produto foi aplicado em pele integra e sem a presenca de hipercromias na
regido que recebeu a aplicacao dos produtos. Além da formulacdo que foi utilizada
para os testes, todos o0s participantes receberam um protetor solar com FPS 30 para
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utilizar durante a pesquisa em caso de exposic¢ao solar da regido tratada sem prote¢ao
fisica (roupa com manga comprida).

Foi feito o teste de sensibilidade com a metodologia do Teste aberto de
aplicacéo repetida (TAAR): os voluntarios utilizaram o produto na pele, na regido volar
(antebraco) por um periodo de 7 dias, duas vezes por dia, com orientacdo de cessar
0 uso em caso de lesdo dermatoldgica. O tempo de leitura foi de 30 minutos para a
primeira leitura, e o os demais com 24 horas de intervalo. A interpretacéo das reacdes
foi considerada positiva para lesdo em caso de a pele apresentar edema
acompanhado de eritema ou de vesiculo-papulas??®.

Os voluntarios foram orientados de que em caso de ocorréncia de alguma
reacdo antes de completarem as 24 horas, o produto deveria ser imediatamente
removido com agua corrente e os pesquisadores deveriam ser comunicados para
providenciar os devidos cuidados e passar as orientagdes pertinentes ao controle da
reacao.

N&o foram conduzidos teste de sensibilidade ao protetor solar FPS30, pois
foram utilizados produtos comerciais com registro na ANVISA, consequentemente

autorizados para uso continuo.

3.5.5 Avaliacdo da atividade despigmentante e hidratante do gel formador de

filme contendo extrato de Origanum majorana

3.5.5.1 Intervencao

Foram retiradas fotografias sempre com o mesmo angulo, distancia e
iluminagdo nos tempos 7 e 37 com e sem a tabela de classificacdo de tonalidade
cutanea (Apéndice B), utilizada como auxiliar dos registros fotograficos para a
classificacdo da coloracao da pele conforme classificacédo de fototipo cutaneo (escala
de Fitzpatrick), para descricdo dos voluntarios.

Todos os voluntarios receberam as orientacfes quanto ao modo de uso e
outro molde para identificar a regido para a aplicacdo do produto. O voluntario
permaneceu com a palma da mao virada para baixo com a regido do antebraco

apoiada sobre uma superficie reta fazendo angulo de 90° no cotovelo. A mesma
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orientacdo de marcagcao da pele com caneta dada para o teste de sensibilidade foi
dada nesta fase do estudo, para que os voluntarios sempre aplicassem o produto na
mesma regiao.

O molde serviu como guia para indicar o local para aplicagdo do produto e
para mensuragcdes de hidratacdo, oleosidade e pigmentacdo cutaneas. O molde
apresentou formato triangular, a cliente foi posicionada com o antebraco totalmente
apoiado sob uma superficie reta, com a palma da méo para baixo. A base do triangulo
foi posicionada logo acima das protuberéncias 6sseas ulna e radio. Foi selecionada
uma area de 3cm? para a aplicacdo do produto na regido medial do antebraco

conforme Figura 10.

Figura 10- Molde confeccionado para a aplicacdo do produto no teste de variagcéo de
hidratagdo e pigmentacdo cuténea. Letras significam: A- Molde confeccionado
aplicado com a base posicionada nas protuberancias 0sseas (ulna e radio) préximas
da mao; B- Coleta de dados referentes a pigmentacdo; C- Marcacdo da area para

aplicacao do produto.

A quantidade de produto aplicada sobre a pele foi determinada conforme
resultados prévios de formacao de filme, sendo selecionadas para a aplicacdo de 2
gotas do produto em uma area de 3cmz2, equivalendo a aplicacdo de 5mg/cm?.

A aplicacdo dos produtos foi feita 10 minutos apos a limpeza da pele no
periodo noturno, durante o periodo de 30 dias. Apos a formacédo do filme o produto
ficou exposto na pele entre 6 e 8 horas consecutivas, e posteriormente foi removido

com agua. Quando o voluntario ndo fosse utilizar roupas com mangas longas, foi
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orientado o uso de protetor solar FPS 30 no local para evitar interferéncia na
pigmentacao cutanea.

Nos dias marcados para a coleta das variacfes de hidratacdo e pigmentacao
cutaneas, os voluntarios foram orientados a estar com a pele livre de produtos e
sujidades, fazendo a lavagem da regido com agua 1 hora antes da coleta dos dados
para a primeira coleta. Para a coleta apos 30 dias de uso do produto, o voluntario foi
orientado a remover o produto da pele 5 horas antes da coleta e lavar a pele 1 hora
antes da coleta dos dados.

As coletas de hidratacdo e oleosidade cutaneas foram coletadas com o
equipamento Skin analyser® , em trés pontos da regido em que foi aplicado o produto,
sendo 0,5, 1,5 e 2,5 cm a patrtir da lateral do molde. Para as medidas de hidratacéo
da pele em particular, a presenca de pelos corporais pode interferir com o contato
entre o sensor e a pele, o que pode influenciar os valores medidos®, por isso foi feito
afastamento dos pelos antes de acoplar o eletrodo do equipamento para ndao haver
erro na coleta.

Para as coletas de pigmentagao cutanea foi utilizado o equipamento Soft plus
— Skin analysis System Callegari® em seis pontos na regido em que foi aplicado o
produto em 0,25, 0,75, 1,25, 1,75, 2,25 e 2,75 cm do molde.

As microscopias foram feitas no ultimo dia de coleta, sendo registradas as
imagens da area da pele localizada a um centimetro de distancia da lateral externa da
marcacado da area que recebeu a aplicacdo das formulacGes e no centro da area
delimitada para a aplicagéo do produto.

Apobs o término das coletas referentes ao uso das formulacées F16 e F160M,
os voluntarios foram questionados em relacdo a autopercepcao cutanea e sobre as
facilidades/dificuldades da aplicabilidade do produto, bem como sobre caracteristicas
relacionadas ao odor das formulagdes.

O questionario de auto percepcédo cutanea (Apéndice C) serviu para verificar
como os voluntarios perceberam a pele em relacdo a textura, maciez, ressecamento,
hidratac&o, oleosidade e coloracdo. Ao final da pesquisa as pontuacdes dadas pelos
voluntarios foram analisadas para verificar se houve diferenca em relacéo a percepcéo
da pele. Enquanto que o questionario de avaliacdo do uso do produto (Apéndice D)
serviu para que o participante informasse caracteristicas relacionadas a
facilidades/dificuldades na aplicabilidade, textura, atratividade cosmética das

formulacdes e relatasse a frequéncia de uso.
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Esta pesquisa foi realizada com financiamento proprio dos pesquisadores.

3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 4 — Apresentacgdo das variaveis do estudo.

Variavel Classificacao Tipo Proposta de
utilizacao

Concentracao arbutina no Dependente Quantitativa | Média e desvio
extrato de Origanum Majorana continua padréo

Inibicdo de DPPH Dependente Quantitativa | Média e desvio
continua padréo

Concentragdo de Polimeros Dependente Quantitativa %
continua
Tempo de formacgéo de filme Dependente Quantitativa Minutos
continua

Melanina Dependente Quantitativa | Média e desvio
continua padréo

Hidratacao Dependente Quantitativa | Média e desvio
continua padréo

Oleosidade Dependente Quantitativa | Média e desvio
continua padrao

Reacdes adversas Dependente Quantitativa | Média e desvio
relacionadas ao produto continua padréo

Presenca ou auséncia do Independente Quantitativa | Média e desvio
Extrato de Origanum continua padréo

Majorana no gel

Propriedade mecénica Dependente Quantitativa | Média e desvio

continua padréo

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados coletados foram cadastrados em banco de dados com auxilio do
software Microsoft Excel 2010. A analise estatistica foi feita com o software Microsoft
Excel 2010 e com o Origin 8.0. Para a apresentacdo dos dados das variaveis
guantitativas de desenvolvimento da formula¢do foram aplicados os testes estatisticos
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de ANOVA seguido de teste Turkey em caso de distribuicdo normal. Para o estudo
clinico, foi utilizado o teste T Student pareado, que compara os valores das amostras
através de média e desvio padrao dos resultados. Quanto ao nivel de significancia foi
de 95%.

3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
do Sul de Santa Catarina e seguiu 0s critérios apresentados na Resolucao 466 de
2012 do Conselho Nacional de Saude. Apos receber parecer de aprovagdo do projeto
sob numero de parecer. 2.666.154 e CAAE: 87650718.7.0000.5369, foi feito o
recrutamento dos individuos que tiveram interesse em participar do estudo. Os
voluntérios tiveram autonomia em participar ou nao do estudo, sendo que o aceite foi
dado mediante assinatura do TCLE. O ensaio clinico apenas foi realizado apds
comprovacdo de seguranca do produto que foi feita para verificar
sensibilidade/alergenicidade do produto. O voluntério foi orientado para que em caso
de qualquer intercorréncia durante o estudo, avisasse 0s pesquisadores por meio de
contato telefébnico ou e-mail disponibilizado no TCLE, para que estes o

encaminhassem para acompanhamento medico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO

Na Tabela 1 estdo observar a caracterizagdo do extrato de Origanum

majorana.

Tabela 1: Caracterizacdo do extrato de Origanum majorana.

(%)
Arbutina (mg/mL) 17,6+0,11 1,76+0,01
Polifendis totais (mg/mL) 223 +£14,1 223+14

pH 4,54+0,01

Os resultados mostram que o extrato apresenta concentracdes de arbutina
proxima a quantidade encontrada em estudos anteriores com metodologia semelhante
para a producéo do extrato rico em arbutina®113, Por ser rico em polifendis, o extrato
apresenta atividade antioxidante, e consequentemente por ser antioxidante pode
influenciar no clareamento da pele de forma ndo competitiva com a enzima

tirosinase?®,

4.2 - DESENVOLVIMENTO DE GEL FORMADOR DE FILME POLIMERICO

4.2.1 Selecao da formulacédo formadora de filme para a incorporacdo do extrato

Os resultados referentes a viscosidade e pH das formulagbes do GFF com

diferentes concentracfes de polimeros estdo na Tabela 2.

Tabela 2— Dados referentes a viscosidade e pH das formulacdes.

FORMULACAO
F14 F16 F18
Viscosidade (cP) 333,3+20,8? 816,7+23,1° 8023+106,9°
pH 5,5+0,012 5,5+0,022 5,5+0,022

avletras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05) determinada por ANOVA seguido de teste
Tukey.
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A viscosidade do produto aumentou significativamente de acordo com o
aumento da concentracdo de polimeros na formulacédo de 14 para 18%. Em relacéo
ao pH nao foi observada diferenca significativa. A concentracdo de PVA e PVP em
solucdo modifica a viscosidade do produto devido suas propriedades reoldgicas de
forma ndo homogénea. Solugbes mais concentradas favorecem interacdes
intercadeias resultando em um aumento da viscosidade, podendo também, conduzir
a uma ordenacdo na solucdo e consequente modificacdo do comportamento
reoldgico, fato que explica porque a viscosidade passa de 816 para 8023 cp quando
a concentracdo dos polimeros muda de 16 para 18%*?’.

A concentracdo de polimero afeta a viscosidade mas também a espessura
do filme formado ap6s secagem. No caso de uso dermatoldgico esta caracteristica é
importante pois a oclusdo é necessaria para acelerar a permeacao dos ativos na
pele'®1® Os resultados da variacdo da espessura do filme formado sobre placa de
vidro em funcdo da massa aplicada por area das diferentes formulagbes estudadas

estdo na Figura 11.
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Figura 11- Formulagbes F14, F16 e F18 aplicados em diferentes massas, resultando
em diferentes espessuras de filme seco.

Os resultados demonstram que para todas as formulagbes a espessura do
filme aumenta proporcionalmente de acordo com o aumento da quantidade de massa
aplicada por area. Um aumento proporcional também é observado com o aumento da
concentracdo de polimero. O uso de produtos formadores de filme na éarea

dermatoldgica exige que o tempo para secagem e formacao desta pelicula ndo seja
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muito longo, pois isto dificultaria adesédo ao uso do produto!!®. Na Figura 12 estdo
apresentadas as variacfes do tempo de secagem em funcdo da massa aplicada por

area das formulacdes testadas.
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Figura 12- Variagdo do tempo de secagem em fungdo da massa de formulagéo
aplicada por area.

Pode-se observar uma tendéncia linear de aumento do tempo de
secagem em fungdo da quantidade de massa aplicada por area tanto quando aplicado
na placa de vidro como na pele. Comportamento esperado, ja que maior quantidade
de material aplicada exige maior tempo para evaporacao do solvente e formacéo do
filme. Entretanto, 0 aumento da concentracdo de polimeros na formulacdo resulta em
uma reducéo do tempo de secagem tanto na placa de vidro como na pele. Na Tabela

3 estdo apresentados a velocidade de secagem (mg/cm?/min) das formulagdes.

Tabela 3- Velocidade de secagem (mg/cm?/min) das formulacfes F14, F16 e F18.
Velocidade de secagem (mg/cm?/min)

FORMULACAO
F14 F16 F18
Placa de vidro 0.29 0.33 0.35
pele 0.85 0.93 1.33

Os estudos conduzidos na placa de vidro foram realizados em
temperatura de 30 £ 2 °C, enquanto os estudos de secagem na pele foram realizados
em temperatura media da pele de 33 £ 1 °C. Os resultados demonstram que a
velocidade de secagem na pele foi aproximadamente 3 vezes superior do que na placa
de vidro. Comportamento que pode ser explicado pela temperatura superior mas
também por que ocorre difusdo do solvente para a pele acelerando o processo de

secagem??0.
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O aumento da velocidade de secagem com o aumento das concentragdes de
polimero pode ser explicado pelo aumento de substancias sélidas totais nas
formulacdes, e consequente reducdo de quantidade do solvente. Desta forma existe
uma menor quantidade de solvente para evaporar refletindo na redugcéo do tempo da
secagem do produto.

A formacao de uma pelicula de material polimérico sobre a pele pode alterar a
as caracteristicas do manto hidrolipidico e a espessura do filme esta diretamente
associada a este fato'??,

A variacdo da hidratacdo e oleosidade da pele de voluntario imediatamente
apos a secagem e retirada de filmes produzidos com diferentes massas aplicadas
estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13- Hidratacao e Oleosidade cutanea obtidas 1 minuto apds a remocao do filme
formado pela aplicacdo de diferentes massas das formulacdes F14 contendo 14%,
F16 com 16% e F18 com 18% de polimeros. (2P letras diferentes significam diferenca
estatistica (p<0,05) determinada por ANOVA seguido de teste Tukey).

A hidratagdo e oleosidade que formam o manto hidrolipidico cutaneo
aumentaram conforme o aumento da massa dos filmes aplicados. A formulacdo F14
com menor concentracdo de polimero quando aplicados até 5 mg/cm? de gel
apresentam uma baixa capacidade de aumentar hidratacdo e oleosidade imediata.
Entretanto, o aumento para 8 mg/cm? produz um significativo incremento desta
propriedade. Pode-se observar que as formulagcbes F16 e F18 tiveram
comportamentos semelhantes em relacdo ao incremento de hidratacéo e oleosidade
cutanea quando aplicadas em diferentes massas, apresentando diferenca apenas na

hidratac&o da pele com a massa de 5mg/cm?.
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Filmes com menores concentracdes de polimeros tiveram menor capacidade
de manutencdo do manto hidrolipidico, proporcionando menor hidratacdo e
oleosidade. Estes efeitos de incremento de hidratacdo e oleosidade estédo
relacionados com o efeito de oclusdo produzidos pelos filmes, mostrando que quanto
maior a massa aplicada e maior a espessura do filme formado consequentemente
elevando a hidratacéo e oleosidade cutaneas no tecido®?!.

Além dos efeitos de hidratacdo da pele, foram levados em consideracéo o
sensorial e facilidade da aplicacdo dos produtos para a escolha da formulacédo em que
foi adicionado o extrato. Em relacdo a formulacdo F14 foi observado que ao gotejar o
produto sobre a pele, 0 mesmo escorria, dificultando a espalhabilidade homogénea
na pele, comportamento explicado pela reduzida viscosidade desta formulacdo. Por
esta razdo, e pelo fato de necessitar de maiores massas aplicadas por area para
proporcionar uma oclusédo da pele, esta formulagdo nao foi considerada adequada
para a incorporacao do extrato. Em relacdo a formulacdo F18, a alta viscosidade
dificultou o espalhamento na superficie da pele e apresentou um sensorial
desagradavel devido a formacao de uma camada muito espessa na superficie da pele.
A formulacdo F16 apresentou boa espalhabilidade, e ndo escorreu pela pele ap6s o
gotejamento, em relacdo a espessura do filme seco, a formulacdo F16 n&o
proporcionou desconforto durante a exposicéo do filme sobre a pele. Além disto, com
a aplicacdo de massas de 3 mg/cm? ja foram observados efeitos sobre a hidratagéo,
indicativos de que ocluséo era alcancada.

De acordo com Schroeder (2007)1° o tempo de secagem do GFF para ser
considerado com uma boa atratividade pode ser classificado como ideal (<5 min),
aceitavel (5-7 min), e ruim (>7 min). Baseado nesta classificacdo podemos afirmar
gue a formulacdo F16 obteve classificacdo de tempo de secagem ideal com a

formagao de um filme mais fino do que a F18.

4.2.2 Gel formador de filme contendo Origanum majorana

Para a definicho da quantidade maxima do extrato que poderia ser
incorporado na formulacgéo foi levado em consideracao a quantidade de glicerol no
extrato produzido para que ficasse equivalente a quantidade de glicerol testada na

elaboracdo da base do GFF em ensaios previos. Desta forma foi possivel incorporar
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6,4 % de extrato que gerou uma formulag&o contendo 1,1 mg/g de arbutina. Na Tabela
4 estdo as formulacdes F16 e F16 com incorporacao do extrato de Origanum majorana
(F160M).

Tabela 4- Composicao das formulaces F16 e F160M.

FORMULACAO
F16 F160M

PVA (%) 6,4 6,4
PVP (%) 9,6 9,6
Glicerol (%) 3,2 -

Extrato de Origanum majorana i 6.4
a 17 mg/mL de arbutina (%) '

Agua (%) 80,6 77,4
Olivem 400® (%) 0,2 0,2
Optiphem (%) 0,2 0,2

A viscosidade e o pH da formulagéo F16 e F160M estdo apresentadas na
Tabela 5.

Tabela 5- Dados referentes a viscosidade e pH das formulagdes com e sem a adi¢ao
do extrato.

FORMULACAO
F16 F160M
Viscosidade (cP) 816,7+23,12 841,7+2,89Pb
pH 5,5+0,022 5,3+0,01°

«v letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05) determinada por ANOVA seguido de teste

Tukey.

Apés a adicdo do extrato na formulacéo foi observado um pequeno mas
significativo aumento da viscosidade e uma reducéo significativa no pH da formulacao.
O aumento da viscosidade pode estar associado a presenca de componentes
guimicos do extrato que aumentam o teor de solidos totais na formulacdo. Além disto
o pH foi reduzido pois o extrato puro apresenta pH mais acido que a formulacao base.
O pH usual de arbutina para efeitos despigmentantes € de 5 a 8, o extrato
desenvolvido apresentou pH levemente mais baixo que o usual, porém, ao adicionar
o extrato na formulacéo do GFF o pH foi estabilizado acima de 5, correspondendo ao
usual para arbutina em cosméticos??. Entretanto, o pH final esta dentro de uma faixa

aceitavel para aplicacdo na pele?..
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Na Figura 14 estdo apresentados frascos contendo as formulagbes

produzidas bem como os filmes gerados com este material.

Figura 14- Formulacbdes F16 (sem extrato) e F160M (com extrato de Origanum
majorana), apresentadas em frasco de envasamento (A), filme formado removido da
placa de vidro (B), filme formado removido da pele (C).

A formulacdo F16 apresentou caracteristicas de coloracdo levemente
amarelada, enquanto que a formulacdo com extrato de Origanum majorana
apresenta-se com coloracdo levemente marrom devido a incorporacdo do extrato.
Apos secagem na placa de vidro o filme da formulacdo F16 apresenta-se incolor
enquanto que a F160M apresenta coloracdo amarelada. Apés remocao do filme
formado na pele pode-se observar uma coloragdo levemente amarelada migrando
para coloragédo marrom na formulagdo F160M e incolor na formulagéo F16.

Em relacdo ao odor das formulagcdes, apos a adicdo do extrato pode-se
identificar um odor caracteristico da planta, associado ao fato de que o Origanum

majorana € considerado uma planta aromatica rica em Oleos aromaticos

volateis87:88.122

4.2.3 Tempo de secagem

O tempo de secagem das formulagbes F16 e F160M foram comparados e

apresentados na Figura 15.
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Figura 15- Formulacdes F16 e F160M apresentando o tempo de secagem em funcgao
a massa aplicada por area da placa de vidro e da pele. (*) Diferenca significativa do
tempo de secagem.

A Figura 15 mostra uma tendéncia linear no aumento do tempo de secagem
em funcdo da massa aplicada para ambas as formulacfes tanto na secagem sobre
placa de vidro bem como na superficie da pele. Indicativo de que a adicdo de extrato
ndo proporcionou grande modificagbes nestas propriedades. A velocidade da

secagem das formulagdes F16 e F160M estéo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6- Velocidade de secagem (mg/cm2/min) das formulagfes contendo 16% de
polimeros sem e com a adicdo do extrato de Origanum majorana.
Velocidade de secagem (mg/cm?/min)

FORMULACAO
F16 F160M
Placa de vidro 0.33 0,33
pele 0.93 1,06

Os resultados de regresséo linear da quantidade de massa aplicada por
area em funcdo do tempo de secagem, demonstram que a quantidade de material
seco por minuto € a mesma para ambas formulagdes quando secas sobre o vidro.
Porém quando aplicados sob a pele a formulacdo F160M uma velocidade de
secagem superior apresentando diferenca significativa. Este fato pode ser explicado
devido a presenca de maior quantidade de substancias solidas derivadas do extrato
presente na formulacao.

A velocidade de secagem sobre a pele foi em torno de 3 vezes superior a
velocidade de secagem no vidro. Este fato pode estar associado com a capacidade
de absorc¢do de 4gua na camada mais superficial da epiderme e dissolugéo dos ativos

para a pele!??,
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A incorporacao de extratos em formulagbes formadoras de filme pode
alterar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do filme gerado'?31%4, Na Tabela
7 estdo apresentados os resultados de elasticidade, deformacéo e tensdo maxima

para ruptura das formulacdes F16 e F160M.

Tabela 7- Propriedades mecéanicas de médulo de elasticidade, deformacdo maxima e
tensdo maxima para ruptura dos filmes formados com as formula¢cées F16 e F160M.

Formulacéo Médulo de Deformacéao Tensdo maxima
elasticidade (MPa) maxima (%) (N)
F16 0,217+0,0122 452,5+12,22 9,95+ 0,152
F160M 0,245 +0,016 406,9+14,07° 8,80+0,452

=» letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0,05) determinada por ANOVA seguido de teste
Tukey.

Os resultados demonstram que a adi¢ao do extrato nesta concentragéo néao
produziu alteracdes significativas no modulo de elasticidade bem como na tenséo
maxima dos filmes formados. Uma pequena reducéo significativa na deformacao
maxima foi observada, porém nada que pudesse tornar o filme com propriedade

diferente na pele daquilo observado para formulacdo pura.

4.2.4 Efeito da aplicacéo das formulacfes sobre hidratacédo e oleosidade da pele

O comportamento de aplicacao do filme sobre a pele de um voluntério bem
como o efeito sobre a hidratacdo e oleosidade foi realizado previamente ao estudo
clinico com objetivo de verificar como o material se comportava na pele e se este
produziria algum efeito sobre a hidratagao.

Na Figura 16 estdo apresentadas as imagens obtidas por camera
fotografica do filme formado sobre a pele no mesmo voluntario no dorso da méo direita

e esquerda.
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_J Corresponde a 0,5cm

Figura 16- Fotografias feitas com camera fotografica. Os numeros significam: 1-
formulagéo F16; 2- a formulacdo F160M. As letras significam: A- filme recém aplicado
sob a pele; B- filme seco sob a pele; C- remocgéo integral do filme seco sem ruptura;
D- pele apo6s remocao do filme.

Ambos os filmes apresentaram boa bioadesividade, porém puderam ser
removidos completamente da pele, sem ocasionar ruptura do filme durante a remocao
ou ocasionar alguma sensacao desconfortavel.

A Figura 17 mostra as fotografias feitas com o microscépio digital da pele

antes da aplicacdo do filme e imediatamente apos a remogao.

— Corresponde a 500pm
Figura 17- Fotografias feitas com microscopio digital. Os numeros significam: 1-
formulacdo F16; 2- a formulagdo F160M. As letras significam: A- pele antes da
aplicacéo do produto; B- filme recém aplicado sob a pele com seta indicando presenca
do filme no lado esquerdo da figura e pele sem a presenca do filme no lado direito da
figura; C- pele apds remocéo do filme.
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Apbs a remocao do filme seco pode-se observar uma modificagdo na estrutura
da pele vista pelo microscopio digital reduzindo as rugosidades cutaneas. Este fato
pode estar associado pelo efeito de oclusdo do tecido e consequente reducdo da
perda de &gua transepidermal. Os corneécitos sao considerados altamente
hidrofilicos, apresentando facilidade na absor¢cdo de &gua na camada coOrnea da
epiderme, isso é confirmado pela capacidade de modificacdo da hidratacéo cutanea®.
Isso influencia na reducao das rugosidades cutaneas vistas em microscopia, pois ao
absorver a agua os cornedcitos e a matriz extracelular inflam, deixando os espacos
das rugosidades cutaneas menores®.

O fator que pode ter influenciado no aumento da hidratac&o e oleosidade,
é associado ao efeito de oclusdo proporcionado pela formacédo dos filmes!?>126, A
oclusdo reduz a perda de agua transepidérmica, aumentando a capacidade de
hidratacdo cutanea!?'. Os ativos com capacidade de oclusdo sdo utilizados em
diversos dermocosméticos com a finalidade de hidratacdo cutanea e geralmente séo
associados a ativos umectantes e hidratantes'?’. Este efeito umectante associado ao
efeito oclusivo aumenta a capacidade de retencdo da dgua no manto hidrolipidico'?*.

O efeito da aplicacéo do filme sobre a hidratacdo e oleosidade da pele foi
verificado imediatamente apoés a retirada do filme e acompanhado durante 12 horas,
com o objetivo de verificar o efeito residual de apenas uma aplicagao. Os resultados

estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18- Hidratacao e oleosidade cutaneas em funcao do tempo apds remocéao dos
filmes da pele. Diferenca significativa entre valor e tempo 0, correspondente aos
valores antes da aplicacdo do produto (*). Diferenca significativa entre os grupos (**).

Imediatamente ap6s a remocgdo dos filmes houve um aumento

significativo da hidratacédo e oleosidade cutaneas para ambas as formulacdes. Apés
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15 minutos da remocé&o dos filmes a formulacdo F160M continuou com diferenca
significativa em relacdo a hidratacdo e oleosidade de antes da aplicacdo da
formulacao. Diferente disto, a formulacdo F16 comecou a reduzir progressivamente
seus valores de hidratacao e oleosidade. Entre 30 minutos até 4 horas apds a remoc¢ao
do produto, houve uma reducao da hidratacdo e oleosidade de ambas as formulagdes.

Apbs 12 horas da remocao do filme F160M, a hidratacéo e oleosidade da
pele voltou a aumentar significativamente. A formulacdo contendo extrato de
Origanum majorana apresentou aumento significativo para hidratagéo e oleosidade
(p=0,013 e p=0,012, respectivamente) quando comparados o tempo final de coleta
com o valor anterior a aplicacdo do produto, enquanto que o filme sem o extrato ndo
apresentou diferenca (p=0,57 e p=0,64 respectivamente).

Os resultados demonstram diferenca significativa entre as formulacdes
testadas, prevalecendo o aumento de hidratagcéo e oleosidade mais proeminente na
formulacdo contendo extrato de Origanum majorana nos tempos de 15min, 2horas e
12 horas. A aplicacdo de Oleos essenciais na pele proporcionam aumento da
hidratacdo®%12?, fato que pode ter influenciado na manutencédo e incremento das
propriedades do manto hidrolipidico nos primeiros 15 minutos de acompanhamento
da variacdo de hidratacdo e oleosidade cutaneas quando comparadas a formulacao
F16 e F160M.

Fatores internos e externos podem interferir na afericdo da hidratacdo da
pele, tais como ventilagdo do ambiente, umidade relativa do ar, temperatura ambiente,
estacdo do ano, além da transpiracédo por influéncias térmicas, fisicas e emocionais®.
Levando em consideracdo a comparacdo da atividade hidratante das formulacfes
com uma aplicacdo em ambiente com temperatura e umidade do ar controlados, a
interacdo dos ativos do extrato na pele podem ter influenciado na melhora de
hidratacdo da pele, visto que apdés 12 horas da exposi¢cdo a formulacdo F160M
apresentou incremento de hidratagcdo e oleosidade cutaneos, enquanto que a
formulacdo F16 continuou com reducédo da hidratacéo e oleosidade.

Para a selecdo da massa de formulacdo aplicada por area para o estudo
clinico, foi selecionada a massa de 5mg/cm? de formulacdo, que também é
recomendada pela OCDE para estudos de absorcdo cutanea'?®. Esta quantidade
selecionada para a aplicacao no estudo clinico também foi considerada suficiente para
promover hidratacdo cutanea e apresentou tempo de secagem ideal, conforme
descrito por Schroeder (2007)05.
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4.3 ATIVIDADE HIDRATANTE E DESPIGMENTANTE DO EXTRATO DE Origanum

majorana

Ao todo foram selecionadas 16 voluntarias do sexo feminino, com idade de
Idade 31,9+15,4, das quais 8 apresentavam Fototipo II, 6 apresentavam Fototipo Ill e
1 voluntéaria apresetava Fototipo IV conforme classificacdo de Fitzpatrick.

O teste de sensibilidade foi realizado no periodo de 17 de julho de 2018 a 24
de julho de 2018. As voluntarias fizeram uso do produto na mesma regido por 7 dias.
N&o houve relato de sensibilizacdo ou geracéo de edema da pele em relagéo ao uso
dos produtos e durante o tempo de uso ndo foram observadas alteracbes de
sensibilidade na pele das voluntarias.

O teste de hidratacdo e despigmentacdo cutanea foi realizado no periodo de
24 de julho de 2018 a 27 de agosto de 2018. Houve uma exclusdo apdés o inicio do
teste de hidratacdo e pigmentacdo cutaneas por esquecimento de aplicagdo do

produto por 6 dias consecutivos (Voluntaria 9, 21 anos, Fototipo II).

4.3.1 Hidratacdo cutanea

Nas Tabelas 8 e 9 estéo os resultados de variacdo de hidratacao cutanea apés

uso das formulagdes F16 e F160M consecutivamente.

Tabela 8- Variacdo da hidratacéo cutanea apoés 30 dias de uso da formulacéo F16.

Formulacéo F16

Voluntarios Hidratacéo Hidratacao Variacdo (%) P
antes (U.A) depois (U.A)
1 11,23+0,51 13,60+1,93 21,07 0,102
2 11,03+0,12 12,20+0,46 10,57 0,033*
3 10,37+0,38 12,47+0,68 20,26 0,037*
4 10,47+0,35 12,23+0,45 16,88 0,018*
5 13,03+0,91 13,63+0,85 4,60 0,009*
6 14,47+0,74 16,10+0,62 11,29 0,162
7 10,83+0,31 12,07+0,64 11,38 0,051
8 10,83+0,50 12,57+0,45 16,00 0,066
10 10,27+0,45 12,97+0,32 26,30 0,013*
11 10,77+40,51 13,20+0,32 22,60 0,020*
12 10,23+0,38 12,70+0,20 24,10 0,030*
13 10,50+0,10 13,53+0,66 28,89 0,051
14 11,07+0,29 12,70+1,17 14,76 0,106
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15 10,67+0,55 12,10+0,75 13,44 0,037+
16 11,93+0,64 14,67+0,52 22,91 0,023*
MEDIA+dp 11,18+0,79 13,12+0,8 17,67%5,65
P 2,94308E-08**

*Valores que representam diferenca significativa quando comparado a hidrata¢do da pele do voluntario
antes e depois de 30 dias utilizando o produto. **Valor significa diferenca significativa de aumento da
hidratacdo da pele do grupo ap6s 30 dias utilizando o produto.

Tabela 9— Variacdo de hidratacdo cutanea ap6s 30 dias de uso dos filmes com 16%
de polimeros com extrato de Origanum majorana.

Formulacdo F160M

Voluntérios Hidratacao Hidratacdo Variacao (%) p
antes (U.A) depois (U.A)
1 9,90+0,70 11,63+0,25 17,51 0,023*
2 11,33+0,50 13,53+0,67 19,41 0,037*
3 10,63+0,32 12,47+0,67 17,24 0,012*
4 10,57+0,42 12,10+0,36 14,51 0,071
5 12,53+0,21 12,80+0,70 2,13 0,646
6 11,47+0,46 15,50+0,89 35,17 0,025*
7 11,00+0,17 14,30+0,36 30,00 0,002*
8 10,82+0,30 13,07+1,42 20,76 0,074
10 13,50+1,01 17,93+0,74 32,84 0,040*
11 11,80+0,70 13,27+0,45 12,43 0,033*
12 10,70+0,50 13,03+0,70 21,81 0,026*
13 10,70+0,10 13,13+0,86 22,74 0,043*
14 10,67+0,21 13,23+0,91 24,06 0,032*
15 10,93+0,64 12,20+0,35 11,59 0,019*
16 11,33+0,21 15,23+0,49 34,41 0,011*
MEDIA+dp 11,19+0,64 13,56+1,16 21,10+7,10
) 1,26131E-06**

*Valores que representam diferenca significativa quando comparado a hidratacéo da pele do voluntario
antes e depois de 30 dias utilizando o produto. **Valor significa diferenca significativa de melhora da
hidratacao da pele do grupo apds 30 dias utilizando o produto.

4.3.2 Oleosidade cutanea

Nas Tabelas 10 e 11 estdo apresentados os resultados referentes a

variacdo de oleosidade cutéanea em funcao da aplicacdo da formulacéo F16 e F160M

respectivamente.

Tabela 10— Variacdo de oleosidade cutanea apés 30 dias de uso dos filmes com 16%
de polimeros.

Formulacéo F16

Voluntéarios Oleosidade Oleosidade Variacao (%) p
antes (U.A) depois (U.A)
1 4,83+0,12 4,90+0,10 1,38 0,529
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2 6,40-0,52 7,43+0,35 16,15 0,170
3 4,83+0,06 5,40+0,35 11,72 0,077
4 4,80+0,10 5,43+0,25 13,19 0,042*
5 5,90+0,36 6,03+0,47 2,26 0,808
6 4,97+0,42 7,10+1,22 42,95 0,083
7 4,83+0,12 5,47+0,21 13,10 0,019*
8 4,7020,17 5,50+0,36 17,02 0,035*
10 5,57+0,32 6,20+0,10 11,38 0,042*
11 4,80+0,26 5,90+0,10 22,92 0,024*
12 4,63+0,06 5,50+0,36 18,71 0,039*
13 4,67+0,06 5,77+0,25 23,57 0,019*
14 4,97+0,12 5,67+0,31 14,09 0,094
15 4,73+0,23 5,37+0,23 13,38 0,042*
16 4,97+0,76 6,23+0,25 25,50 0,068
MEDIAdp 5,04+0,37 5,8610,5 16,12+6,74
D 0,00078512**

*Valores que representam diferenca significativa quando comparado a oleosidade da pele do voluntario
antes e depois de 30 dias utilizando o produto. **Valor significa diferenca significativa de melhora da
oleosidade da pele do grupo apds 30 dias utilizando o produto.

Tabela 11— Variacéo de oleosidade cutanea apos 30 dias de uso dos filmes com 16%
de polimeros com extrato de Origanum majorana.

Formulacdo F160M

Voluntarios Oleosidade Oleosidade Variagéo (%) p
antes (U.A) depois (U.A)
1 6,17+0,45 6,40+0,36 3,78 0,667
2 4,73+0,15 5,17+0,06 9,15 0,069
3 4,73+0,15 5,57+0,31 17,61 0,011*
4 4,77+0,23 5,47+0,31 14,69 0,149
5 5,60+0,10 5,70+0,30 1,79 0,678
6 5,1340,23 6,93+0,42 35,06 0,028*
7 4,87+0,15 7,10+1,04 45,89 0,082
8 4,80+0,10 5,4310,21 13,19 0,034*
10 5,77+0,25 6,33+0,21 9,83 0,003*
11 5,20+0,36 5,9310,15 14,10 0,079
12 4,77+0,46 5,90+0,35 23,78 0,136
13 4,70+0,10 5,67+0,60 20,57 0,099
14 4,77+0,12 5,90+0,44 23,78 0,040*
15 4,97+0,45 6,17+0,32 24,16 0,102
16 5,03+0,12 6,00+0,26 19,21 0,008*
MEDIAxdp 5,07+0,34 5,98+0,41 18,43+8,44
p 2,43328E-05**

*Valores que representam diferenca significativa quando comparado a oleosidade da pele do voluntério
antes e depois de 30 dias utilizando o produto. **Valor significa diferenca significativa de melhora da
oleosidade da pele do grupo ap6s 30 dias utilizando o produto.

Na Figura 19 estdo imagens de microscopia Optica da pele das voluntérias
2,12 e 15, em regido cutanea que nao recebeu a aplicacdo das formulacdes e regides
apos 30 dias de uso das formulagbes. Os voluntarios ndo tiveram efeito de remocao
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da camada cornea da epiderme promovida pela retirada do filme, pois o filme foi
removido com agua, logo os resultados referentes a hidratacdo sdo promovidos pelo
produto e ndo pela exposicdo de uma camada mais profunda da epiderme que

naturalmente contém mais agua.
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Figura 19- Microscopia da pele das voluntéarias 2, 12 e 15, em regido cutdnea que nao
recebeu a aplicacao das formulagdes e regides apds 30 dias de uso das formulacdes.
Letras significam: A- pele do antebraco esquerdo sem aplicacédo da formulacéo F16;
B- pele do antebraco esquerdo apds 30 dias de uso da formulagédo F16; C- pele do
antebraco direito sem aplicacdo da formulacdo F160M; D- pele do antebraco direito
apo6s 30 dias de uso da formulagdo F160M.

Os resultados da Figura 19 demonstram que ha reducdo da rugosidade
cutdnea apdés 30 dias de uso das formulacbes F16 e F160M. A voluntéria 2
apresentou maior variagdo de aumento da hidratacdo e oleosidade cutaneas que as
voluntarias 12 e 15. A voluntaria 12 apresentava areas descamativas evidentes na
pele sem a aplicacdo do filme, e as placas descamativas reduziram ap0os 0 uso das
formulacdes, porém a melhora do aspecto cutaneo é mais evidente na pele em que
foi utilizada a formulagdo F160M. O mesmo comportamento pode ser observado na
pele da voluntéria 15, porém a condicéo inicial da pele da voluntaria 15 apresenta-se
com menos descamacdes.

A hidratacdo do extrato cérneo € modificada conforme modificacdes
étnicas, idade e localizacdo corporal*?®. O aumento da hidratacdo da pele da
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voluntéria 2 foi superior que o aumento de hidratacdo das voluntarias 12 e 15 pode
estar associado a idade das voluntarias (idades de 19, 54 e 51 respectivamente).

O glicerol que foi utilizado com plastificante da formulagdo para melhorar
as caracteristicas mecéanicas do filme, € um ativo comumente utilizado em
dermocosméticos com a finalidade de umectacéo da pele?'. Pelo fato deste ativo ser
utilizado como plastificante nas formulacdes do atual estudo, sua presenca pode ter
influenciado no incremento de hidratacdo e oleosidades cutaneas obtidas com a

aplicacao das formulagbes F16 e F160M.

4.3.3 Despigmentacao cutanea

Na Tabela 12 estdo as variacdes de pigmentacdo cutanea apds 30 dias de
uso da formulacéo F16.

Tabela 12- Variacdo de pigmentacdo cutanea apos 30 dias de uso dos filmes com
16% de polimeros sem extrato de Origanum majorana.

Formulacédo F16

Voluntérios Pigmentagao Pigmentacao Variagéo (%) p
antes (U.A) depois (U.A)
1 21,5+1,87 23,2+2,04 7,75 0,0798
2 29,3+2,50 26,2+3,43 -10,79 0,0838
3 17,67+1,03 13,67+1,03 -22,64 0,0015*
4 60,67+1,7 57,3+2,34 -5,49 0,0702
5 15+2,37 10,67+0,82 -28,89 0,0104*
6 15,8+1,33 10,67+1,37 -32,63 0,0003*
7 21+3,03 21,83+2,64 3,97 0,5166
8 20,67+2,42 21,5+2,26 4,03~ 0,3632
10 16+2,45 17,17+1,94 7,29 0,4196
11 33,34+2,58 23,33+2,50 -30 0,0010*
12 29,5+4,8 19,17+3,54 -35,03 0,0130*
13 35,67+1,2 27,17+1,47 -23,83 7,61E-05*
14 44,83+3,0 34,17+3,54 -23,79 2,45E-05*
15 34+2,28 23+1,41 -32,35 0,0003*
16 14,83+3,71 14+2,28 -5,62 0,4017
MEDIA+dp 27,32+0,79 22,86+7,23 -15,20+14,34
p 0,002386958**

~Aumento da pigmentacéo da pele durante os 30 dias de uso do produto.

*Valores que representam diferenca significativa quando comparado a pigmentacdo antes e depois de
30 dias utilizando o produto. ** Valor significa diferenca significativa de pigmentacao da pele do grupo
apos 30 dias utilizando o produto.

A pigmentacdo cutdnea apresentou reducdo significativa quando

comparado as médias dos voluntarios antes e apds 30 dias de uso da formulacéo F16.
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Porém, 4 voluntarios apresentaram aumento da pigmentacdo cutdnea no periodo. O
resultado de reducédo da pigmentacédo do grupo foi de aproximadamente 15% apos 30
dias de uso da formulagéo F16.

Na Tabela 13 estdo as variagcfes de pigmentacdo cutanea apés 30 dias de
uso da formulagéo F160M.

Tabela 13— Parametros obtidos de percentual de reducédo de pigmentacdo cutanea
apos 30 dias de uso dos filmes com 16% de polimeros com extrato de Origanum

majorana.

Formulacdo F160M

Voluntérios Pigmentacao Pigmentacéao Variacao (%) p
antes (U.A) depois (U.A)
1 18,83+3,19 14,83+2,14 -21,24 0,0163
2 30,67+3,67 25,67+5,57 -16,30 0,0318
3 14,83+1,83 7,83+1,17 -47,19 0,0001
4 61,17+0,75 49,33+3,39 -18,68 0,0002
5 17,50+0,84 9,00+2,28 -48,57 0,0006
6 19,33+1,97 9,83+1,94 -49,14 0,0001
7 17,00+1,67 12,67+1,97 -25,49 0,0081
8 17,33+1,97 15,67+1,51 -9,62 0,0305
10 19,00+2,61 15,33+1,63 -19,30 0,0354
11 43,00+3,58 24,33+3,08 -43,41 0,0001
12 35,33+4,46 20,33+4,18 -42,45 0,0003
13 48,00+7,69 26,17+1,47 -45,49 0,0011
14 40,33+3,08 25,17+2,23 -37,60 0,0004
15 40,17+2,48 28,67+5,13 -28,63 0,0098
16 11,33+1,63 8,50+1,05 -25 0,0053
MEDIA+dp 28,92+0,64 19,55+8,37 -31,87+12,09
p 3,969E-05*

Todos os voluntérios apresentaram reducdo significativa da pigmentacdo apds o uso do produto
contendo extrato de Origanum majorana no periodo de 30 dias.

*Valor significa diferenca significativa de pigmentacdo da pele do grupo ap6s 30 dias utilizando o
produto.

Em relacdo a pigmentacdo cutanea, pode-se observar que todos o0s
voluntérios que utilizaram a formulacdo F160M contendo extrato de Origanum
majorana apresentaram reducdo significativa da pigmentacdo cutanea apos 30 dias
de uso. A média de reducéo foi de 31,9 %. Apesar de ocorrer uma reducéo significativa
de pigmentacao apenas uma leve alteracao visual € observada nas fotos retiradas dos

sujeitos 4 (fototipo 4) e 7 (fototipo 2), como mostra a Figura 20.
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Figura 20- Microscopia digital da pele de voluntarias. Namero 4 corresponde a
voluntaria 4 e nimero 7 corresponde a voluntaria 7. Letras siginificam: A- pele do
antebraco esquerdo sem aplicacao da formulacéo F16; B- pele do antebrago esquerdo
apos 30 dias de uso da formulacédo F16; C- pele do antebraco direito sem aplicacdo
da formulacdo F160M; D- pele do antebraco direito apds 30 dias de uso da formulacao
F160M.

A variacdo média de hidratacéo, oleosidade e pigmentacdo cutaneas apos
0 uso das formulagbes F16 e F160M bem como os valores de p relativos a

comparacao estatistica entre os grupos estdo na Tabela 14.

Tabela 14- Variacdo média de hidratacdo, oleosidade e pigmentacdo proporcionadas
pelo filme com 16% de polimeros com e sem a adicdo do extrato de Origanum
majorana.

Formulacao
F16 F160M p
Variacao de Hidratacao (%) 17,67+5,65 21,10+7,10 0,256
Variacdo de Oleosidade (%) 16,12+6,74 18,43+8,44 0,55
Variacao de pigmentacao (%) -15,20+14,34 -31,87+12,09 0,0045*

*Valor significa diferenca significativa de pigmentagéo da pele entre os grupos ap6s 30 dias utilizando
0 produto.

N&o houve diferenca significativa de hidratacdo e oleosidade cutaneas na
comparacado do uso da formulagcdo F16 com a F160M. Este resultado acontece
principalmente pelo fato da variagao de hidratag&o e oleosidade estarem associados
principalmente ao efeito de oclusdo da pele e consequente reducéo da perda de 4gua
transepidérmica.

Quando comparados os resultados dos grupos em relacédo ao percentual

de reducao de pigmentacdo observou-se diferenca significativa entre os grupos. O
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grupo que recebeu a formulagdo F160M apresentou uma reducao de pigmentacao 2
vezes superior que a F16.

Um dos fatores que pode favorecer a reducdo da pigmentac&o € o processo
de oclusdo o qual propicia um acumulo de agua no local e consequentemente a
solubilizacéo e drenagem da melanina do local. Este comportamento pode explicar o
porque da reducdo de pigmentacdo cutanea apos a utilizacdo da formulacédo F16.
Além disto, aparéncia da pele € a resposta de luz refletida, essa interacdo entre a luz
e a pele sofre dispersdo conforme alteracdes presentes no extrato cérneo'*®. O
extrato corneo € geralmente claro e incolor, com absor¢do de luz nessa camada. A
dispersdo da luz na superficie do estrato corneo é causada pela heterogeneidade
Optica da rugosidade da superficie cutanea, bem como pela microestrutura do extrato
cérneo, quando a pele esta hidratada ocorre uma melhora na homogeneidade da
coloracéo do local com consequente aumento de refracdo de luz'*°. Logo, o efeito de
reducdo da rugosidade do extrato cérneo proporcionado pela hidratacdo pode ter
produzido uma leve alteracdo da reflexdo quantificada pelo sensor utilizado para as
analises e produzir um leve aumento. Esta hipotese nao é suportada até 0 momento
por outros autores entretanto € um comportamento factivel de ocorrer.

A concentracao de arbutina usual em cosméticos para clareamento de pele,
variam de 1 a 3% com inicio de aparecimento dos resultados apés 60 dias de uso®*3,
No estudo a concentragao de arbutina presente na formulacao gel desenvolvida foi de
0,11%, 10 vezes inferior a menor dose usual. Ao formar o filme (evaporar 80% de
agua) a concentracao alcanga 0,55%, entretanto ainda inferior. Porém, foi observado
reducdo significativa da pigmentacao cutanea em 30 dias de uso do produto.

Este clareamento em menor tempo pode estar associado a melhor
propriedade de entrega de ativos proporcionada pelos geéis formadores de filme
guando comparados aos ge€is tradicionais ou patches, bem como a oclusao
proporcionada que normalmente acelera a permeacéo de ativos®2,

Os géis formadores de filmes ao serem aplicados na pele funcionam como
uma forma farmacéutica semi-solida tradicional auxiliando na permeacao imediata dos
ativos, contudo, apdés secarem e formarem um filme propiciam a oclusédo, a
manutenc¢ao do ativo no local e prolonga seu tempo de agdo, comportamento similar
aos patches'®.

Assim, o prolongamento do efeito associado a oclusdo pode ter acelerado

a permeacdo da arbutina e auxiliado a este produzir efeitos em concentracoes
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inferiores aquelas normalmente utilizadas. Além disto, o gel continha 1,43% de
polifendis totais, que quando formado o filme na pele alcancavam 7,15, aumentando
também a concentracéo final de polifenois. Estudos tem demonstrado que o efeito
antioxidante de polifendis pode proporcionar um efeito despigmentante através da
inibicdo n&o competitiva da tirosinase, atividade quelante de ions de cobre, e atividade

antioxidante reduzindo a oxidacédo de cisteinildopa®374.

4.3.4 Satisfacdo dos voluntarios em relacdo ao uso e avaliagdo das

caracteristicas sensoriais das formulacdes

A boa atratividade cosmética em relacao ao sensorial dos produtos é crucial
para a adesdo dos individuos nos tratamentos de discromias33. Em caso de
desconfortos proporcionados pelos dermocosméticos hd um aumento nas chances de
desisténcia ou interrup¢des intermitentes do uso do produto.

Pelo fato das discromias serem facilmente consideradas dermatoses
reincidentes e de dificil tratamento, um cuidado especial faz-se necessario em relacédo
a formulacdo dos dermocosméticos e ao sensorial do produto. O mesmo quando
aplicado sobre a pele e apds sua remocdo devem apresentar um sensorial que
possibilite movimentos naturais da pele, melhorando a atratividade cosmeética e
facilitando o seu uso.

A Tabela 15 mostra os resultados da satisfacdo dos voluntérios em relacao

ao uso e as caracteristicas sensoriais das formulacbes F16 e F160M.

Tabela 15- Resultados da satisfacdo dos voluntarios em relacdo ao uso e as
caracteristicas sensoriais das formulacdes F16 e F160M.

Formulacao
F16 F160M
Questionario Pontuacéao(n) Pontuacéo(n)
Macies 8,6+0,9 8,8+0,88
Textura 8,4+0,96 8,6+0,88
Qualidade geral da pele 8,6+0,77 8,7+0,68
Hidratacao 8,8+0,8 8,8+0,8
Clareamento da regido 6,9+1,84 8,2+0,56
Cheiro do produto 9,8+0,32 9,6+0,53
Cheiro da pele ap6s remocéo 10 10

Aplicacéo 10 10
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Remocao 10 10
Pontuacéo variou de 1 a 10, sendo entre 1 a 3= menor pontuacdo/ruim/ndo gostou/insatisfeito; 4 a 7=

pontuacao mediana/bom/ gostou pouco/pouco satisfeito; e entre 8 a 10= maior pontuagéo/6timo/gostou
muito/muito satisfeito.

Em relacao a percepc¢ao dos voluntarios quanto ao uso do filme com extrato
de Origanum majorana observa-se que a média de satisfacdo ficou entre muito
satisfeito e gostou muito (8 a 10) para a maioria das variaveis, considerando o produto
como 6timo, ndo apresentando diferenca significativa na avaliagdo do uso do produto
entre as formulagdes F16 e F160M.

Todas os voluntérios classificaram as formulagdes como facil aplicacéo e
facil remocédo. Em relacdo a tolerabilidade do produto aplicado sobre a pele, os
voluntérios relataram que ndo houve efeitos adversos durante o uso dos géis
formadores de filme F16 e F160M.

O bom sensorial, tolerabilidade e a auséncia de efeitos adversos a
formulacao despigmentante se fazem necessarios para a adesao ao tratamento e para
gue o resultado seja alcancado!33'%4, As formulacdes F16 e F160M foram
consideradas como boa atratividade cosmética e consequentemente isso favorece a

adeséao ao uso dos produtos.
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5. CONCLUSAO

O método utilizado para a producédo do extrato proporcionou um extrato de
Origanum majorana rico em polifendis 22% e arbutina 1,7%.

O aumento da concentracdo dos polimeros de 14 para 16, e 18%
proporcionaram aumento da viscosidade, sem alteracao do pH. O tempo de secagem
das formulacdes foi menor a medida em que foi aumentada a concentracdo de
polimeros na formulacéo.

O estudo da secagem dos géis formadores de filme na placa de vidro
apresentou a mesma tendéncia em relacao ao tempo de secagem na pele, porém com
velocidade de secagem 3 vezes mais rapida na pele.

Foi selecionada a concentracdo de 16% de polimeros (F16) para a
incorporacdo do extrato de Origanum majorana, devido a suas caracteristicas de
tempo de secagem, facilidade na aplicacéo do produto e pelo aumento de hidratacao
serem melhores do que os alcangados com a F14 e similares com a F18, e por
apresentar um filme formado mais fino sob a pele do que a F18.

Apoés a adicdo do extrato no gel formador de filme houve uma pequena
diferenca significativa de aumento da viscosidade e reducdo do pH da formulagao,
porém sem alterar a velocidade de secagem bem como as propriedades mecanicas
do filme formado.

Os dados do estudo puderam confirmar que a formulacdo proposta de gel
formador de filme contendo o extrato de Origanum majorana produziu um aumento de
hidratacdo cutanea, atribuido provavelmente ao efeito de oclusdo. A formulagdo
apresentou resultado de despigmentagéo cutdnea superior ao efeito da formulagéo
gue ndo possui extrato.

O gel formador de filme contendo extrato de Origanum majorana demonstrou

ser potencial alternativa para o tratamento de hipercromias.

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Sugerem-se estudos com o uso da formulacdo em voluntarios acometidos de

hipercromias para verificar sua atividade na pele nédo higida.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), em uma pesquisa
que tem como titulo “DESENVOLVIMENTO DE FILME POLIMERICO CONTENDO
EXTRATO DE Origanum majorana E AVALIACAO DA ATIVIDADE
DESPIGMENTANTE E HIDRATANTE”. O estudo serd realizado no laboratério de
Estética localizado no Bloco C da UNISUL, campus de Tubaréo, SC.

A primeira fase do estudo tem o interesse em avaliar o tempo de secagem do
produto na pele e a sensibilidade/alergenicidade da formulacdo de gel formador de
filme contendo extrato de Origanum majorana rico em arbutina e polifendis. As
substancias utilizadas no produto ja foram testadas e consideradas seguras para uso
dermatoldgico, porém necessita-se deste estudo para comprovacdo da seguranca
destes componentes associados.

Para vocé poder ser incluido no estudo devera realizar uma triagem que
consiste em verificar se vocé se enquadra nos critérios de inclusdo da pesquisa.
Dentre estes critérios de inclusdo estéo:

e idade acima de 18 anos,

e fototipo entre Il e IV conforme classificacao de Fitzpatrick,

e nNAo estar gestante ou lactante,

e auséncia de doencas de pele pré-existentes,

e ndao ter hipersensibilidade aos componentes da formula,

e ndo estar em tratamento com corticoide, vitamina A, retindides, acidos que
possuem finalidade de afinamento da pele ou qualquer tipo de produto
despigmentante/clareador de pele,

e que nao faca uso abusivo de alcool

e Que nao seja fumante.

Serdo excluidas do estudo mulheres que entrem no periodo gestacional
durante a pesquisa, 0s que esquecerem o uso dos produtos por 6 dias consecutivos,
comecarem a apresentar algum dos parametros previstos pelos critérios de incluséo

gue nao possibilite continuidade na pesquisa e faltas consecutivas as analises de pele.
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Apoés verificarmos se vocé se enquadra nos critérios da pesquisa sera
agendado um dia para o teste de sensibilidade e de tempo de secagem do produto.
Sera feito a aplicacao do produto e agendado o retorno para verificar se houve alguma
reacdo de hipersensibilidade. Serd aplicado uma formulacdo em cada braco dos
voluntérios, sera aplicado no braco direito a formulacdo contendo gel formador de
filme e no braco esquerdo o gel formador de filme com extrato de Origanum majorana.
O produto devera ficar em contato com a pele por pelo menos 6 horas por dia no
periodo noturno, por 15 dias consecutivos em casa. Apos 48 horas da ultima aplicacéo
o produto deverd ser aplicado na pele e permanecer por 24 horas sem remoc¢ado Em
seguida vocé retornara ao laboratério, onde sera avaliado pelo dermatologista e pelos
pesquisadores para verificar a sensibilidade e alergenicidade.

Dentre as reacdes estao: ardéncia, pinicacao, inchaco, coceira, vermelhidao
ou pequenas bolhas nesta regido, indicativos de uma potencial reagéo alérgica. Caso
ocorra alguma reacdo antes de completarem as 24 horas, o produto devera ser
imediatamente removido com agua e sabonete. Caso a limpeza da pele ndo cesse a
reacao ocorrida vocé sera encaminhado para avaliagdo com médico especialista para
definicdo de conduta. Os tratamentos podem ser a aplicacao de produtos no local da
reacdo, ou uso de medicamentos pela via oral ou injetavel, sendo frequente o0 emprego
de anti-histaminicos e corticoides para este fim. E sendo necessario tratamento
especifico vocé tera o tratamento custeado pelos proponentes da pesquisa.

A orientacdo é que seja feita uma comunicacdo aos pesquisadores nos
primeiros sinais de irritacdo ao produto. Os canais de comunicagdo com O0S
pesquisadores estdo registrados ao final deste documento. Esta informacédo é
essencial para que o acompanhamento seja feito o quanto antes.

Antes de usar o produto vocé deve estar com a pele higienizada. Havendo
transcorrido 24 horas vocé devera retornar ao laboratério de Estética da UNISUL, para
uma analise visual da pele onde foi aplicado o produto testado.

Apbs o teste de sensibilidade/alergenicidade, caso nédo apresente reacfes
adversas e queira continuar no estudo, passara para a fase do teste de atividade
despigmentante e hidratante.

Vocé recebera dois frascos contendo um gel (produto para o teste) para
utilizar durante o estudo e um protetor solar com FPS 30 para ser utilizado na regido

do tratamento em dias que a area tratada ficar exposta ao sol.
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O uso de algum tipo de protecdo solar se faz necesséario durante a
pesquisa, pois o sol tem muita influéncia no processo de pigmentacao da pele, e isto
pode interferir nos resultados de forma negativa. Dentre os métodos de protecdo
estdo: protetor solar com FPS 30 e tecidos que cubram a regido que recebe o sol.

Um gel seré& aplicado no antebraco direito (ver rétulo do produto) e o outro
gel no antebraco esquerdo (ver rétulo do produto) devera ser aplicado 1 vez ao dia,
em periodo noturno e devera permanecer com periodo minimo de 6 horas em contato
com a pele. A aplicagdo deverad ser em uma area especifica do seu antebraco,
previamente demarcada com o molde. Esta area serd mensurada e fotografada para
registro da evolucéo da coloracao e hidratacdo da pele durante o estudo.

Vocé virA em pelo menos cinco encontros no laboratério de Estética —
UNISUL para a coleta de dados. No primeiro encontro iremos explicar como
acontecerao os testes e dividiremos os grupos. O segundo encontro sera para a coleta
de dados de sensibilidade e dados referentes a regido que serd tratada antes do inicio
do tratamento (tempo 0). Em seguida o terceiro encontro serd programado com
periodo de 15 dias apds o inicio do tratamento para acompanharmos a evolugao
(tempo 15). O quarto encontro sera para encerramento da coleta de dados e para
finalizarmos os testes (tempo 30). Em cada encontro vocé recebera questionarios
referentes a pesquisa.

Os resultados ser&o disponibilizados a vocé apés o término da pesquisa. E
importante lembrar que até 72 horas ap6s o estudo podem aparecer reacdes, tais
como sensagOes de desconforto que sinalizam uma irritagdo como ardéncia,
prurido/coceira, dor, ou alérgica como a vermelhidao, inchaco e formacéo de elevacéao
na pele. E havendo qualquer reacdo no local de aplicagcdo, mesmo apds remocéo do
produto, vocé podera entrar em contato com o0s pesquisadores para as devidas
orientacdes e cuidados.

Ao integrar esta pesquisa vocé devera responder aos questionamentos
propostos na ficha de acompanhamento que serdo entregues a vocé em cada
encontro. Estas serao utilizadas para registro de informacdes referentes a atratividade
cosmeética do produto, pontos positivos/negativos da formulacéo.

A sua participacdo néo lhe traz nenhuma remuneragao, pois este estudo
nao tem interesse financeiro. Sua participacéo no estudo ndo € obrigatoria e para fazer

parte deste, € indispensavel assinar este termo de consentimento.
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Vocé podera desistir a qualquer momento de participar da pesquisa. Vocé
pode solicitar informacfes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a
publicacdo da mesma. Os resultados desta pesquisa serdo publicados em revista
cientifica, mas seu nome sera mantido em sigilo (segredo).

Este estudo estd rigorosamente fundamentado nos direitos enquanto
sujeitos que fizeram parte do estudo nas Normas e Diretrizes da Pesquisa com Seres
Humanos (Resolucéo 466/12 — CNS/MS).

Eu, , abaixo assinado, concordo em

participar desse estudo como sujeito. Fui informado (a) e esclarecido(a) pela
pesquisadora sobre o tema e o objetivo da pesquisa, assim como a maneira como ela
sera feita e os beneficios e os possiveis riscos decorrentes de minha participacao.
Recebi a garantia de que posso retirar meu consentimento a qualguer momento, sem
que isto me traga qualquer prejuizo.

Eu permito que os pesquisadores relacionados abaixo obtenham fotografia de
minha pessoa para fins de pesquisa cientifica, médica e/ou educacional.

Eu concordo que o material e informagdes obtidas relacionadas a minha pessoa
possam ser publicados em aulas, congressos, eventos cientificos, palestras ou
periddicos cientificos. Porém, a minha pessoa néo deve ser identificada, tanto quanto

possivel, por nome ou qualquer outra forma.

As fotografias, videos e gravacdes ficardo sob a propriedade do grupo de

pesquisadores pertinentes ao estudo e sob sua guarda.

Nome por extenso:
RG:

Local e Data:
Assinatura:

Isabel Claudino Silvano

Académico (a) responsavel pela pesquisa
Contato: (48) 98821-7037 (telefone e Whatsapp)
e-mail: isabel.silvano51@gmail.com

Luiz Alberto Kanis
Pesquisador (a) responsavel pela pesquisa
Contato: (48) 3621-3284



Apéndice B — Tabela de classificacdo de tonalidade cutanea
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Fonte: Adaptado de L'Oréal*®®.
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Apéndice C - Questionario de auto percepcao cutanea

1. Dé uma pontuacdo entre 1 e 10, sendo entre 1 e 3= menor
pontuacao/ruim/nao gostou/insatisfeito; 4 e 7= pontuacdo mediana/bom/
gostou pouco/pouco satisfeito;, e entre 8 e 10= maior
pontuacao/étimo/gostou muito/muito satisfeito; para os seguintes critérios
relacionados aos efeitos proporcionados pelo produto para a sua pele:

Ao Toque (pele macia):

Ao Toque (pele lisa):

Melhora na qualidade geral da pele:

Melhora de hidratagao:

Reducao de pigmentacéao:

Cheiro/odor durante o contato com o produto:
Cheiro/odor apés remocéo do produto:
Facilidade de aplicagéo:

Facilidade de remocéo:




Apéndice C — Questionario de avaliacdo do uso do produto

Data:

Pesquisador:

Voluntério:

1. Houve algum dia, nos ultimos quinze dias, o esquecimento da aplicacdo do
produto?
( ) Sim ( )Nao

2. Quantos dias foram esquecidos?

3. Houve algum dia, nos ultimos quinze dias, o0 esquecimento da aplicacédo de
protecao solar?
( )Sim ( )Nao

4. Quantos dias foram esquecidos?

5. Vocé apresentou algum efeito colateral?
) Sim () Nao, se sim, quais?
) Ardéncia
) Vermelhidao

) Coceira
) Outros. Qual?

(
(
(
( ) Descamacéo
(
(
6

. Durante o tratamento vocé fez uso de alguma medicagéao via oral? Qual?

7. Neste periodo (15 dias) vocé introduziu algum tipo de produto cosmético para
clareamento?

8. O produto sofreu alguma modificagdo (cor/odor/consisténcia) durante o
tratamento?

9. Vocé considera o produto de facil aplicagdo?
( )Sim ( )Néao

10. Vocé considera o produto de facil remoc¢éao?
( )Sim ( )Nao
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