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RESUMO

O melasma é um tipo de hiperpigmentacdo com tratamento agressivo e
desafiador. Agentes despigmentantes de uso tépico, como o acido kdjico, sao
uma opgao para seu tratamento. Seus derivados, como o dipalmitato de acido
kojico, podem ser considerados alternativas mais estaveis e que permitem
aumento da atividade. Este trabalho teve como objetivo revisar a literatura quanto
as atividades do &cido koéjico e seus derivados, acessando informagdes de
seguranga, e desenvolver uma formulagdo nanotecnolégica inovadora, de alto
desempenho e estavel. Além da atividade clareadora, o ativo e seus derivados
possuem destaque para as atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria, bem como apresentam potencial como agentes antitumorais e
ensaios in vitro e in vivo demonstram seguranga para uso humano. O mecanismo
de atividade despigmentante se da pela ligacdo da molécula com a enzima
tirosinase, pela agcédo antioxidante e pela regulagao de fatores da melanogénese.
Sistemas nanotecnoldgicos também surgem associados a estas moléculas
trazendo melhorias na atividade, aumentando permeacéao cutanea e estabilidade.
Unir o dipalmitato de acido kdéjico com o odleo de rosa mosqueta em uma
nanoemulsédo se apresenta como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de uma formulagdo de alto desempenho. Foi possivel
desenvolver nanoemulsdes, através do Ultra-Turrax®, com até 2 mg/mL de
dipalmitato de acido kdjico e com 5% de 6leo de rosa mosqueta, com didmetro
de goticula inferior a 130 nm, distribuicdo de tamanho homogénea, potencial zeta
de aproximadamente -10 mV, com eficiéncia de encapsulagcédo superior a 95% e
estabilidade por 30 dias sob refrigeracdo. Elevada eficacia antioxidante (ensaio
do DPPH) e atividade inibidora da enzima tirosinase similar a do acido ascorbico
(1,0 mM) foram observadas. Concentracdes de até 1% das formulagdes, testadas
através do ensaio de MTT em células de fibroblastos, ndo alteraram a viabilidade
celular. Além disso, observou-se possibilidade de producdo da formulagcdo em
grande escala. Os resultados mostraram o potencial da formulagado desenvolvida
para tratamento do melasma.
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ABSTRACT

Melasma is a kind of hyperpigmentation whose treatment is challenging and
aggressive. Topical depigmenting agents, like kojic acid, are an option for its
treatment. Derivatives from this drug, like kojic dipalmitate, can be considered a more
stable alternative which can allow enhancement of activity. This study aimed to
review the literature concerning kojic acid and its derivatives activity and safety
assessments, and developing an innovative nanotechnological formulation, stable
and of high performance. Besides skin depigmenting activity, kojic acid and its
derivatives have highlights for antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory
activities. They also possess potential as antitumor agents and in vifro and in vivo
assays showed safety for human use. Its depigmenting activity mechanism is due to
the molecules bonding with the tyrosinase enzyme, to antioxidant action and to
regulation of melanogenesis factors. Nanotechnological systems also rise associated
to those molecules, bringing improvements in activity, enhancing skin permeation
and stability. To link kojic dipalmitate with rosehip oil in a nanoemulsion is a
promising alternative to the development of a high-performance formulation. It was
possible to develop nanoemulsions, with Ultra-Turrax®, with up to 2 mg/mL of kojic
dipalmitate and with 5% of rosehip oil, with droplet diameter lower than 130 nm,
homogeneous size distribution, zeta potential of approximately -10 mV, with
incorporation efficiency higher than 95% and stable for 30 days under refrigeration.
High antioxidant activity (DPPH assay) and tyrosinase inhibitory activity similar to
ascorbic acid (1.0 mM) were observed. Concentrations up to 1% of the formulations,
tested in fibroblasts cells through MTT assay, did not alter cell viability. The possibility
of large scale production of the formulation was also observed. The results

demonstrated the formulations potential for melasma treatment.
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1. INTRODUGAO



De acordo com a Sociedade Basileira de Dermatologia (SBD),
hiperpigmentagcbes cutdneas sao um escurecimento da pele decorrente de uma
producédo exacerbada de melanina na pele, de causas multifatorias (SBD, 2021). O
melasma é uma dessas hiperpigmentagcdes que, apesar de nao trazer riscos para a
vida do individuo, afeta a autoestima dos pacientes, podendo levar a impactos
negativos em sua vida social (FINLAY; KHAN, 1994). Além da producgéo exacerbada
de melanina, um aumento no numero de melandcitos, alteragbes no transporte e
distribuicdo de melanina estdo envolvidos em sua fisiopatologia, bem como fatores
vasculares e de fotoenvelhecimento (SH et al., 2016).

Com o intuito de buscar alternativas para o clareamento da pele e atenuacao
do melasma, pode-se fazer uso de agentes tdpicos clareadores de pele. Um dos
agentes mais conhecidos é a hidroquinona, utilizada na formula de Kligman,
tratamento padrdo-ouro para o melasma (PASSERON, 2013). Contudo, a
hidroquinona € um ativo dermatolégico que pode trazer efeitos adversos a longo
prazo e causar irritagdes cutaneas (ZAID; AL RAMAHI, 2019). No Brasil, a
hidroquinona ndo pode ser utilizada em produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes, conforme consta na RDC 529/21 (ANVISA, 2021). Como alternativa,
temos o acido kadjico, um acido organico derivado da fermentagado de fungos como
os do género Aspergillus (SAEEDI; ESLAMIFAR; KHEZRI, 2019).

O &cido kdjico age inibindo diretamente a tirosinase, enzima chave para a
producdo de melanina, quelando cobre (substrato da enzima). Sua atividade
clareadora também se da através do estimulo a liberacdo de leucdcitos e eliminagao
de radicais livres, possuindo atividade antioxidante que auxilia tanto na
despigmentagcdo quanto na prevengao do envelhecimento (ZAID; AL RAMAHI,
2019). Todavia, o acido kéjico é sensivel a luz e ao calor (EPHREM; ELAISSARI;
GREIGE-GERGES, 2017). Logo, estratégias que possam aumentar a estabilidade
desse ativo se mostram interessantes, como € o caso da esterificagdo da molécula.
O dipalmitato de acido kodjico (KDP) é a forma esterificada do acido kojico,
apresentando maior estabilidade e, como sofre hidrélise pelas esterases localizadas
nas células cutaneas, libera acido kojico in situ, mantendo seus efeitos e sendo
também utilizado como clareador (BALAGUER; SALVADOR; CHISVERT, 2008).

Porém, este ativo € altamente lipofilico e apresenta dificil solubilizacdo e,
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consequentemente, dificil incorporagdo em formulagbes cosméticas (GONCALEZ,
Maira Lima et al., 2015).

O uso de agentes lipofilicos, como é o caso de 6leos vegetais, pode auxiliar
na solubilizagdo e incorporagdo do KDP. O dleo de rosa mosqueta € um 6leo vegetal
rico em acidos graxos, acido ascorbico e fendis (SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009),
sendo bastante utilizado devido a sua acgao cicatrizante e antioxidante. Porém, o
mesmo se encontra suscetivel ao processo natural de oxidagdo, que pode ser
retardado com o uso da nanotecnologia (CONTRI, Renata V. et al., 2016). A
nanotecnologia € a aplicagdo da ciéncia que trabalha na escala nanométrica, com
particulas de aproximadamente 100 nandmetros, e permite, além da protecdo de
ativos da degradacgao do meio, uma melhora no desempenho de substancias devido
ao aumento de sua area superficial (CONTRI, Renata V. et al, 2011).
Nanoemulsdes sdo um tipo de nanoparticula que consiste na dispersdo de dois
liquidos imisciveis e se apresentam como uma boa escolha para fins de permeacéao
cutédnea dos ativos devido ao reduzido tamanho de goticula (GAZZI et al., 2021;
SINGH et al., 2017).

O uso do KDP ja foi previamente associado a sistemas nanotecnologicos (AL-
EDRESI; BAIE, 2009; ALEDRESI; ALSHAIBANI; ABOOD, 2020; GONCALEZ, Maira
Lima et al., 2015). Estudos demonstram que formulagdes lipofilicas podem aumentar
a capacidade de carreamento do ativo KDP, como é o caso dos lipossomas
(ALEDRESI; ALSHAIBANI; ABOOD, 2020), ja nanoemulsdes podem agir como
eficientes transportadores do ativo e prolongar sua atividade na pele (AL-EDRESI;
BAIE, 2010), além de aumentar sua estabilidade (AL-EDRESI; BAIE, 2009). Este
trabalho teve o intuito de desenvolver nanoemulsbées de KDP e oleo de rosa
mosqueta, aliando as caracteristicas dos ativos com os beneficos trazidos pela
nanoemulséo.

A hipotese geradora deste trabalho é a de que a incorporagéo de dipalmitato
de acido kdjico em uma nanoemulsdo apresente beneficios de forma a garantir
solubilizacdo deste ativo altamente lipofilico, facilitando sua incorporagdo em
veiculos semissolidos, incluindo os géis, enquanto o protege da degradacdo. Além
disso, este nanosistema pode modular a permeag¢ao cutanea do ativo, fazendo com
que o mesmo chegue ao seu alvo: melandcitos encontrados na camada basal da

epiderme. A associagao inovadora do dipalmitato de acido kdjico com o 6leo de rosa
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mosqueta aliada a nanotecnologia pode levar a obtengdo de um sistema com alto

potencial de clareamento da pele.
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral desenvolver e caracterizar
nanoemulsdes contendo dipalmitato de acido kéjico e 6leo de rosa mosqueta com

potencial para tratamento de melasma.

2.2. Objetivos especificos

a) Revisar a literatura quanto ao ativo principal, dipalmitato de acido kdjico, bem
como seu precursor, acido kojico, e demais derivados, quanto a suas
atividades biologicas e informagdes de seguranga tendo em vista o uso
humano e procurar elucidar os diferentes mecanismos de acédo envolvidos em
tais atividades;

b) Desenvolver nanoemulsdes contendo dipalmitato de acido kojico e 6leo de rosa
mosqueta;

c) Caracterizar este nanosistema quanto as caracteristicas organolépticas, teor e
taxa de encapsulacao do dipalmitato de acido kdjico, pH, densidade, tamanho e
distribuicdo das goticulas e potencial zeta;

d) Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsées desenvolvidas.

e) Avaliar a permeacéo cutanea in vitro do ativo a partir das nanoemulsoes;

f) Avaliar a atividade antioxidante in vitro das nanoemulsdes;

g) Avaliar a atividade clareadora in vitro das nanoemulsoes;

h) Avaliar o perfil de toxicidade in vitro das nanoemulsdes frente as células de
pele (fibroblastos);

i) Realizar o aumento da escala de produgdo das formulagdes desenvolvidas,
avaliando sua viabilidade.
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3. REVISAO DA LITERATURA



3.1. Hiperpigmentagoes e melasma

Hiperpigmentagdes cutaneas podem ser congénitas ou adquiridas e com
diferente impacto de acordo com a regido onde o individuo reside, sendo mais
frequentes em areas de maior exposicao solar. Além da incidéncia solar, fatores
genéticos e hormonais também podem estar envolvidos. Hiperpigmentagdes podem
ser epidérmicas ou dérmicas e resultam do aumento da producdo de melanina,
alteracdes no seu transporte e distribuicdo e/ou aumento do numero de melanécitos.
A melanina é produzida nos melandcitos, células que se encontram na camada
basal da epiderme, e séo transportadas para os queratindcitos, as principais células
epidérmicas, através dos melanossomas. Entre os diferentes tipos de
hiperpigmentacéo, pode-se citar o melasma, a hiperpigmentagao pos-inflamatoria, a
hiperpigmentacéo periorbital, as efélides (sardas) e os lentigos solares (CESTARI;
DANTAS; BOZA, 2014; PLENSDORF; LIVIERATOS; DADA, 2017; SAEEDI;
ESLAMIFAR; KHEZRI, 2019).

O melasma possui aparéncia de manchas amarronzadas, com bordas
irregulares e disposi¢cao simétrica e bilateral (PASSERON; PICARDO, 2018). Os
melandcitos sao as células responsaveis pela produ¢cao de melanina e encontram-se
na camada basal da epiderme (SAEEDI; ESLAMIFAR; KHEZRI, 2019),
caracterizando o melasma como uma hiperpigmentacdo epidérmica. Porém, é
comum que anormalidades como, por exemplo, a elastose solar causada pelo foto-
envelhecimento, se estendam para a matriz extracelular da derme (SH et al., 2016).
Além disso, aumento em numero, tamanho e densidade dos vasos sanguineos ja foi
evidenciado em tecido com melanose em comparagao a regido de tecido nao
lesionada, mostrando que o componente vascular também ¢é presente na
fisiopatologia do melasma (KANG et al., 2010; PASSERON, 2013; SH et al., 2016).
Apesar de nao apresentar riscos para a vida, essa patologia impacta diretamente na
aparéncia fisica dos pacientes, afetando sua autoestima e qualidade de vida,
podendo levar a impactos negativos na sua vida social e em seu estado emocional
(FINLAY; KHAN, 1994; HUERTH; HASSAN; CALLENDER, 2019; R; A; P, 2020).

Devido a suas causas multifatorias, o tratamento do melasma ¢é dificil e
desafiador (PASSERON; PICARDO, 2018; SH et al., 2016), podendo ser agressivo
com o uso de peelings quimicos e lasers (EPHREM; ELAISSARI; GREIGE-
GERGES, 2017). Agentes despigmentantes de uso topico sdo utilizados com o
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intuito de clarear e diminuir as areas afetadas, com o minimo de efeitos adversos
possiveis (LAGE; COSTA, 2012). O tratamento padrao-ouro é feito com o uso tdpico
da formula de Kligman, que combina os agentes hidroquinona e acido retinoico com
um corticoide (PASSERON; PICARDO, 2018). Entretanto, sabe-se que a
hidroquinona ndo é a opgdo mais segura, pois a mesma pode, em longo prazo,
causar danos como despigmentagdo permanente e ocronose exdgena (S; E; M,
2003; SH et al., 2016). Embora formulagbes topicas possam possuir menos efeitos
adversos do que outros tipos de tratamentos, como peelings quimicos (EPHREM,;
ELAISSARI; GREIGE-GERGES, 2017), elas podem nao exercer a atividade desjada
devido a caracteristicas anantdomicas e fisioldgicas da pele, que atuam como barreira
cutdanea (CONTRI, Renata V. et al., 2011).

3.2. Acido kéjico e dipalmitato de acido kéjico

O acido kéjico, acido organico derivado da fermentacao de fungos do género
Apergillus e Penicillium (LAGE; COSTA, 2012; SAEEDI; ESLAMIFAR; KHEZRI,
2019), surge como uma alternativa de agente despigmentante para substituir a
hidroquinona. Ele age inibindo a tirosinase, enzima responsavel pela sintese de
melanina, quelando o cobre, que é substrato desta enzima (GOMES; COSTA;
ALVES, 2012). Além disso, este ativo também apresenta atividade antibacteriana (Y
et al., 2019; ZAID; AL RAMAHI, 2019).

O mecanismo de acgéo da atividade clareadora do acido kéjico também esta
envolvido com alteragcbes na secrecdo de citocinas em queratindcitos,
especificamente de interleucina-6, cujo aumento levou a uma diminuicdo da
melanogénese nos melandcitos, sugerindo a existéncia de uma comunicagao entre
estas células capaz de modular a resposta farmacologica ao ativo (CHOI et al.,
2012). Além de quelar cobre e agir modulando leucdcitos, o acido kéjico também
inibe a tautomerizagdo de DOPA em 5,6-dihydroxyindol-2-carboxylic acid e possui
atividade antioxidante, eliminando radicais livres (ZAID; AL RAMAHI, 2019). Por
possuir conhecida atividade inibindo a tirosinase, este ativo também é bastante
utilizado como controle positivo em estudos que buscam novos agentes clareadores
(BANG et al., 2018; KHONGKARAT et al., 2020; NAMJOYAN et al., 2019; SOUZA et
al., 2012).
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Contudo, apesar de seus efeitos clareadores, ha relatos de que o acido kdjico
pode causar dermatite de contato, sensibilizacdo e eritema (GILLBRO; OLSSON,
2011). Segundo o European Scientific Committee on Consumer Safety
concentragbes de acido kojico de até 1% sao seguras para uso topico em pele
integra (KARIN, 2012).

Apesar de possuir eficacia comprovada, o acido kojico € um ativo que
apresenta baixa estabilidade, sensibilidade a luz e calor e risco de oxidagao
(BALAGUER; SALVADOR; CHISVERT, 2008; EPHREM; ELAISSARI; GREIGE-
GERGES, 2017; GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015). Portanto, alternativas que
alterem a molécula de forma a torna-la mais estavel se mostram interessantes.

O dipalmitato de acido kojico (KDP) (Figura 1) é a forma esterificada do acido
kojico e, por ser um éster, apresenta maior estabilidade, sendo uma alternativa
interessante para o acido kojico. Ele sofre hidrolise por esterases localizadas nas
células da pele, liberando acido kajico in situ (BALAGUER; SALVADOR; CHISVERT,
2008), sendo utilizado como agente clareador da pele. Portanto, seu mecanismo de
acao é o mesmo que o citado anteriormente para o acido kojico: inibindo a enzima
tirosinase, quelando cobre, modulando leucdcitos e agindo como antioxidante.
Embora uma das razbes para se utilizar o KDP no lugar do acido kéjico seja sua
maior estabilidade, estudo comparando ambas as formulagdes sob condi¢des
liquidas de estresse oxidativo concluiu que o derivado esterificado sofre degradagao
mais rapidamente (TAZESH et al., 2021). Contudo, o uso do derivado esterificado
ainda se justifica devido as suas caracteristicas lipofilicas, que podem conferir maior
absorcao cutanea. O estudo realizado por Tazesh e colaboradores (2021) observou
ainda que o método utilizado para detectar o éster nao foi capaz de detectar o acido
kdjico, e que mais estudos sao necessarios para compreender o mecanismo de
degradagdo do KDP. Sugere-se também que formulagdes com KDP sejam
acrescidas de ativo antioxidante e que estratégias como manté-lo na parte interna de
emulsdes Oleo em agua auxiliem a aumentar seu tempo de prateleira (TAZESH et
al., 2021).
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Figura 1. Estrutura molecular do dipalmitato de acido kojico. Fonte: BALAGUER,
SALVADOR e CHISVERT, 2008.

O KDP se apresenta na forma de um p6 lipossoluvel, estavel frente a luz e ao
calor e em ampla faixa de pH (GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015). Por ser um
ativo lipofilico, possuindo um logP de 14,7 (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022), apresenta dificil solubilizagdo. A
solubilidade do KDP foi testada em diferentes solventes, como agua, acetato de
etila, heptano, acetonitrila, metanol, etanol, diclorometano e tetrahidrofurano, e
apenas os dois ultimos (diclorometano e tetrahidrofurano) foram capazes de
solubilizar o ativo (BALAGUER; SALVADOR; CHISVERT, 2008).

Devido a dificuldade de solubilizacdo, é dificil incorporar o KDP em
formulacbes cosméticas e dermatoldgicas, sendo necessarias estratégias como o
uso de temperaturas elevadas e 6leos, como 6leos vegetais, por exemplo o éleo de
coco (AL-EDRESI; BAIE, 2009) ou oleos minerais, como o petrolato liquido
(GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015). Al-Edresi e Baie (2009) relatam a dificuldade
de solubilizagdo do ativo ao precisarem empregar o uso de temperaturas elevadas,
70°C, para obter a solubilizagao do KDP em 6leo de coco virgem (AL-EDRESI; BAIE,
2009). Esta questao dificulta a incorporagéo do ativo em formulagbes cosméticas,
especialmente as formula¢des ndo oleosas, como os géis.

Diferentes estratégias podem ser aplicadas para a incorporagdo do mesmo em
formulagdes, como por exemplo, um sistema coloidal de emulsdo multipla, que
possibilita o carregamento de ativos lipofilicos aumentando sua biodisponibilidade
enquanto os protege de degradagdo biologica e processos de oxidagdo
(GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015). Em estudo realizado por Gongalez e
colaboradores (2015) com uma emulsao multipla contendo o ativo, observou-se que
nao houve alteracbes com a adicdo de KDP na formulagdo quanto a aparéncia da
formulagcéo, tamanho de goticulas, pH, condutividade elétrica, bioadesao, teste de
hemolise de eritrécitos e viabilidade celular, o que indicou segurangca e

biocompatibilidade (GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015).
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Além disso, devido ao elevado peso molecular do ativo (604,9 g/mol)
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022) quando
comparado a outras matérias-primas utilizadas em cosméticos, métodos de
cromatografia liquida por exclusdo de tamanho se mostram efetivos para separa-la
de outros possiveis componentes de cosméticos. Tais métodos s&o precisos e com
boa sensibilidade para andlises de teor de KDP em cosméticos (BALAGUER,;
SALVADOR; CHISVERT, 2008). O método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo no UV (CLAE-UV) também & um método preciso que
permite a quantificacdo de KDP (TAZESH et al., 2021).

3.3. Oleo de rosa mosqueta

O dleo de rosa mosqueta é obtido através das sementes da planta Rosa aff
rubiginosa L. (FRANCO et al., 2007), pertencente ao género Rosa, da familia
Rosaceae (Figura 2). Existem cerca de 70 espécies diferentes do género Rosa no
mundo (SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009), que podem ser encontradas na regiao
central da Europa e regido Andina (FRANCO et al., 2007). O fruto desta planta é rico
em acido ascorbico, betacarotenos e licopenos, além de possuir altas concentragdes
de vitaminas A, B1, B2, E e K, e minerais como o potassio, calcio, sédio, ferro e
magnésio (SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009), enquanto o oleo extraido de suas
sementes € rico em acidos graxos, como o linoleico e o alfa-linoleico. Os acidos
linolénico, oleico, palmitico, estearico e araquiddénico também ja tiveram sua
presenca relatada no 6leo de rosa mosqueta (AYATI et al., 2018; SANTOS; VIEIRA;
KAMADA, 2009).

Figura 2. A) Imagem da planta Rosa aff rubiginosa L.: A) flor e B) fruto (JARDIM
BOTANICO DA UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURGO, [s. d.])
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Acidos graxos sdo essenciais, pois possuem fungdo estrutural nas membranas
dos tecidos, ajudando a formar os fosfolipideos dessas membranas, além de
participarem de processos metabdlicos como trocas ibnicas e organizagao celular, o
que justifica o uso do dleo de rosa mosqueta como ativo cicatrizante. O 6leo
proveniente das sementes, além de possuir acidos graxos, possui, assim como 0s
frutos, acido ascoérbico, acido trans-retindico, sais minerais e fendis (SANTOS;
VIEIRA; KAMADA, 2009), o que garante propriedade antioxidante, fazendo com que
seu uso topico auxilie na atenuacdo do envelhecimento cutdneo. Essa combinagao
de ativos presentes no 6leo de rosa mosqueta o torna uma alternativa para auxiliar
no processo de regeneragdo da pele, auxiliando na atividade cicatrizante, no
tratamento de Ulceras, na eliminagéao de radicais livres e também possuindo efeitos
despigmentantes (CONTRI, Renata V. et al.,, 2016; SANTOS; VIEIRA; KAMADA,
2009).

O uso do 6leo de rosa mosqueta em cosméticos € indicado em concentracdes
entre 2% e 30% (CONTRI, Renata V. et al., 2016). Devido aos seus componentes,
sua indicagao cosmeética principal € como cicatrizante e também para prevencéo dos
efeitos do envelhecimento na pele, agindo na atenuacdo de rugas. Além disso,
também possui agdo clareadora, com efeitos inibidores da melanogénese (BINIC et
al., 2013). Por ser um éleo vegetal, é possivel que o mesmo sofra oxidacgao, e fazer
uso de estratégias que evitem tal acontecimento se mostram benéficas para
preservar a integridade do ativo.

O dleo de rosa mosqueta, além da atividade antioxidante, também apresenta
atividade anti-inflamatoria e foto-protetora (KAYATH; DHAWAN; NANDA, 2019).
Acoes do 6leo em diferentes enzimas também ja foram relatas, com o mesmo
possuindo acado anti-elastase, anti-colagenase e anti-hialuronidase, enzimas
relacionadas com a pele e o envelhecimento cutédneo, o que demonstra seu
potencial para aplicagcdo em formulagdes cosméticas e dermatoldgicas. Devido a
estas caracteristicas, 0 mesmo pode ser aplicado para amenizar efeitos danosos
causados pela radiacdo UV (KAYATH; DHAWAN; NANDA, 2019).

3.4. Nanotecnologia
A nanotecnologia é uma aplicagdo da ciéncia que trabalha em escala

nanométrica, com particulas de aproximadamente 100 nandémetros. E uma area
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inovadora que permite modificar o desempenho de substancias ativas, levando a um
melhor comportamento das mesmas (CONTRI, Renata V. et al., 2011).

O uso da nanotecnologia em formulagdes cosméticas e dermatoldgicas leva a
uma melhoria na atuagdo dos ativos devido a diminuicdo do tamanho de suas
particulas e, consequentemente, aumento da area superficial, permitindo um
controle da liberacdo dos ativos na pele bem como a protegcao dos mesmos frente
aos agentes externos, aumentando sua estabilidade (CONTRI, Renata V. et al,,
2011). Entre as vantagens que o uso de sistemas nanotecnologicos atrelados a
dermocosméticos podem trazer temos uma melhor distribuigdo na pele de ativos
incorporados a cosméticos; maior retencdo dos ativos na pele, com aumento
também da bioadesividade; controle de liberagédo; protecdo da substancia ativa
contra degradagdes que as mesmas poderiam sofrer no meio; aumento da
estabilidade e; melhora de caracteristicas sensoriais (KULKAMP-GUERREIRO et al.,
2013; SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005).

Existem diferentes tipos de nanoparticulas aplicadas aos produtos cosméticos
e dermatoldgicos, que podem ser classificadas como soluveis ou permanentes,
apresentando diferentes aplicagdes. Nanoparticulas permanentes sdo aquelas com
maior aplicacao para fotoprote¢cdo, sendo compostas por 6xidos metalicos. Ja as
nanoparticulas soluveis sdo compostas por materiais biodegradaveis, de forma que
nem o ser humano nem o meio ambiente sofram com o acumulo deste material.
Exemplos de nanoparticulas soluveis sao os lipossomas, as nanoesferas (particulas
poliméricas matriciais), as nanocapsulas (particulas poliméricas com nucleo oleoso),
as nanoparticulas lipidicas solidas e as nanoemulsées (GUTERRES; BECK;
POHLMANN, 2012). Estas particulas soluveis apresentam aplicagcdo em diversos
produtos cosméticos e dermatolégicos, como € o caso dos clareadores de pele
(JACOBUS BERLITZ et al., 2019).

Uma nanoemulsdo consiste na dispersao de dois liquidos imisciveis, sendo
uma fase oleosa e uma aquosa, acrescidas de tensoativo em uma delas ou em
ambas (GONCALVES, 2014). Sao dispersdes coloidais transparentes, monofasicas,
cineticamente estaveis e com tamanho de goticula normalmente inferior a 100
nandmetros, possuindo baixa polidispersdao. Nanoemulsées podem ser preparadas
através do uso de métodos de alta ou baixa energia (NASTITI et al., 2017). Métodos

de alta energia empregam o uso de equipamentos como ultrassom de ponteira,
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Ultra-Turrax®, ou homogeneizador de alta pressdo, enquanto os métodos de baixa
energia envolvem a emulsificagdo espontanea e emulsificagao por ponto de inversao
(GAZZI et al., 2021). Destacando os métodos de alta energia, eles dependem de
equipamentos que criem forgcas disruptivas capazes de promover diminuicado de
tamanho (SINGH et al., 2017). O Ultra-Turrax® é um equipamento simples de facil
uso. Um aspecto que se deve se tomar cuidado ao utilizar este método € com o uso
de ativos termolabeis, visto que os equipamentos podem aquecer durante o0 uso,
podendo levar a degradagéo de ativos sensiveis ao calor; ja como vantagens pode-
se destacar sua versatilidade, viso que se pode submeter praticamente qualquer
oleo a nanoemulsificacdo (SINGH et al., 2017) e ao fato de que n&o € necessario o
uso de solvente organico para sua produgao.

As nanoemulsdes sdo sistemas isotropicos que podem ser categorizados em
trés diferentes tipos: 6leo em agua, no qual a fase oleosa se encontra dispersa na
fase aquosa; agua em oleo, no qual a fase aquosa se encontra dispersa na fase
oleosa e; emulsdao multipla, onde ambas as fases sao inter-dispersas no sistema
(RAI et al.,, 2018). O tamanho de goticula destes sistemas ajuda a impedir
fendbmenos como coalescéncia e separacdo de fases, além de contribuirem para
reducao da perda transepidérmica de agua (GONCALVES, 2014). As nanoemulsdes
apresentam-se como uma boa escolha para fins de permeacado cutdnea dos ativos
devido ao reduzido tamanho de goticula (GAZZI et al., 2021; SINGH et al., 2017).

Sistemas nanoestruturados com 6leo de rosa mosqueta ja foram descritos na
literatura (CONTRI, Renata V. et al., 2016; KAYATH; DHAWAN; NANDA, 2019).
Através do uso de nanocapsulas foi possivel encapsular o 6leo de rosa mosqueta
protegendo o mesmo da oxidagdo (CONTRI, Renata V. et al., 2016). Além disso, tal
estratégia também permitiu a incorporagcdo do ativo oleoso em formulagdes
hidrofilicas, além de aumentar o tempo de contato do ativo com a pele e
consequentemente prolongar seu efeito (CONTRI, Renata V. et al., 2016). Estudos
avaliando a atividade antioxidante e a prevencao dos efeitos do envelhecimento na
pele do 6leo em nanoemulsdo demonstraram que essa estratégia permitiu aliviar
efeitos do foto-envelhecimento, garantindo ao 6leo propriedades antioxidantes muito
boas e também permitindo sua incorporagao em géis (KAYATH; DHAWAN; NANDA,
2019). O tempo de liberagao do ativo do gel contendo a nanoemulséo foi de 7 horas
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(KAYATH; DHAWAN; NANDA, 2019), demonstrado que este tipo de nanosistema
também garante um controle de liberagao do ativo.

Do mesmo modo, a associagao de sistemas nanotecnoldgicos com o ativo
KDP também ja foi descrita em nanoemulsdes (AL-EDRESI; BAIE, 2009, 2010), e
em lipossomas (ALEDRESI; ALSHAIBANI; ABOOD, 2020). Em 2009 Al-Edresi e
Baie mostraram que foi possivel obter uma nanoemulsao estavel contendo KDP (AL-
EDRESI; BAIE, 2009) e em 2010 os mesmos autores avaliaram a permeagao da
formulacdo desenvolvida em nanocreme in vitro e in vivo e suas descobertas
demonstraram que as nanoparticulas sdo carreadores eficientes de KDP no foliculo
piloso e que podem aumentar o tempo de contato e armazenamento do ativo na
pele, prolongando sua atividade em relagdo a cremes nao nanoestruturados
contendo o mesmo ativo (AL-EDRESI; BAIE, 2010). Lipossomas s&o um tipo de
nanoparticula vesicular, compostos por bicamadas lipidicas que podem carregar
tanto ativos lipofilicos quanto hidrofilicos (GAZZI et al., 2021). Este tipo de
nanoparticula pode ser utilizado para aumentar a capadidade de carregamento de
substancias altamente lipofilicas, como € o caso do KDP. Estudo demonstrou que
através de um método de carregamento ativo foi possivel aumentar o carregamento
de KDP em lipossomas, e tal resultado permitiu o desenvolvimento de uma
formulacdo com alta biodisponibilidade do ativo que potencial para uso clinico
(ALEDRESI; ALSHAIBANI; ABOOD, 2020). Para o KDP, a principal vantagem do
uso da nanotecnologia se da pela alta lipofilia do ativo, e sistemas nanotecnoldgicos
permitem que 0 mesmo seja incorporado em veiculos aquosos. A associagdo do
KDP com outro ativo que também possua atividade clareadora, como o 6leo de rosa
mosqueta, em nanoemulsdo possui potencial para uma formulacdo inovadora para
tratamento de melasma, aliando as caracteristicas dos ativos com os beneficios da
nanotecnologia.

Sistemas altamente tecnologicos, como o0s sistemas nanoestruturados,
possuem uma dificuldade de aumento da escala de producdo, visto que podem
ocorrer inconsisténcias nas caracteristicas fisicoquimicas na hora de transformar
uma escala laboratorial em uma escala industrial. Tais inconsisténcias podem
ocorrer devido a erros na hora de aumentar os parametros do processo ou devido a
dificuldades que os operadores podem ter lidando com volumes maiores (SINGH et

al., 2017). Entretanto, é de extrema importéncia para a viabilidade de mercado que

32



seja possivel escalonar tais formulagbes, especialmente considerando sua
aplicabilidade para uso em formulacdes cosméticas e farmacéuticas. E importante
antes de escalonar formulagdes como nanoemulsdes para lotes em escala industrial,
fazer o uso de uma escala intermediaria, de forma a ajustar possiveis pontos que
possam interferir no processamento de um volume maior (SINGH et al., 2017).
Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais termodinamicamente instaveis mais
cinéticamente estaveis (NASTITI et al., 2017); a etapa de mistura da fase orgéanica
com a aquosa é um ponto crucial para controlar o tamanho de goticula (MITRI et al.,
2012) e manter as caracteristicas e beneficios trazidos pelo uso da escala

nanotecnoldgica.
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4. CAPITULO 1

Biological activities and safety data of kojic acid and its derivatives
— areview



Apresentacao do Capitulo

Este capitulo traz uma revisdo da literatura quanto aos usos e atividades do
acido kéjico e seus derivados, bem como informacgdes relativas a sua seguranga. A
busca foi realizada com a palavra “kojic’ sendo combinada com as seguintes
palavras: “toxicity”, “adverse effect’, “efficacy”, “effect’, “activity” e “safety”. Foram
incluidos artigos de 2010 até 2021 que abordassem informagdes quanto a atividade
biolégica e seguranca do acido kéjico e seus derivados. O artigo intitulado “Biological
activities and safety data of kojic acid and its derivatives — a review” foi revisado por
pares e encontra-se pronto para submissao.

O acido kagjico e seus derivados possuem variadas aplicagées além da sua
atividade mais conhecida, como agente clareador da pele. A atividade clareadora se
da pela ligagao do ativo (ou de seus derivados) no sitio ativo da enzima tirosinase,
pela regulagdo de fatores da melanogénese, pela modulagéo de leucdcitos e pela
eliminacdo de radicais livres. Além disso, atividades antioxidante, antibacteriana,
antifungica e anti-inflamatéria também sdo encontradas nesta matéria-prima e em
seus derivados. A molécula ainda apresenta potencial antitumoral, sendo citotoxica
para ceélulas cancerigenas enquanto em concentragbes seguras para ceélulas
saudaveis. O uso de derivados apresentou vantagens quanto a estabilidade e a
atividade. Mais estudos clinicos devem ser encorajados visto que o acido kojico e
seus derivados possuem imenso potencial para aplicacao cosmética, farmacéutica e

médica.
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5. CAPITULO 2

Nanoemulsion containing kojic dipalmitate and rose hip oil:

characterization, efficacy and cytotoxicity



Apresentacao do Capitulo

Este capitulo traz um artigo experimental original que se encontra pronto para
submissao. Considerando a fisiopatologia do melasma, a agressividade e a
dificuldade de seu tratamento, utilizou-se a nanotecnologia aliada com o ativo
clareador dipalmitato de acido kojico (KDP) e o 6leo de rosa mosqueta.

O KDP é um éster derivado do acido kojico que apresenta vantagens em
relagdo ao seu precursor por possuir maior estabilidade frente a luz e ao calor e em
ampla faixa de pH. Contudo, ele é altamente lipofilico, o que dificulta sua
incorporagdo em veiculos aquosos. O uso de oOleo vegetal auxilia a solubilizar o
ativo, e o 6leo de rosa mosqueta especificamente possui atividade antioxidante e
regeneradora de pele, mostrando-se como uma excelente opgao. A nanotecnologia
trabalha com um tamanho reduzido de particulas, o que leva a um aumento da
superficie de contato dos ativos, podendo também aumentar sua atividade,
estabilidade e permitir maior permeacédo cutanea. Aliar o KDP ao 6leo de rosa
mosqueta e a nanotecnologia se mostra como uma estratégia inovadora para
possibilitar o desenvolvimento de uma nova formulagdo com alta atividade para
tratamento de melasma.

Foi possivel desenvolver nanoemulsbées com 6leo de rosa mosqueta e
diferentes concentracbes de KDP (1 e 2 mg/mL). As formulagdes desenvolvidas se
encontraram com caracteristicas nanotecnologicas adequadas, com diametro de
goticula inferior a 130 nanémetros, eficiéncia de encapsulagao superior a 95%, e se
mantiveram estaveis por 30 dias sob refrigeracao. Atividade antioxidante superior a
70% foi obtida através do ensaio de DPPH e atividade inibidora da enzima tirosinase
de cerca de 20% foi obtida através do ensaio de inibigdo da tirosinase com a
utilizacdo da enzima tirosinase proveniente de cogumelos. Nao foi observada
citotoxicidade em fibroblastos da linhagem celular 3T3 em concentragdes variando
de 0.06% a 1% das formulagdes desenvolvidas. Os resultados demonstraram
potencial das nanoemulsdes desenvolvidas para aplicacdo em formulacbes

cosmeéticas para tratamento de melasma.
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6. DISCUSSAO GERAL



O acido kojico € um acido orgénico derivado da fermentagdo de fungos que,
apesar de ser estudado desde a década de 1940, segue sendo alvo de pesquisas e
recorrente em publicagbes da ultima década (figura 1, capitulo 1). O primeiro
capitulo desta dissertagdo teve como objetivo revisar a literatura quanto as
atividades bioldgicas e informagdes de seguranga do acido kdjico e seus derivados,

elucidando mecanismos de acao.

A principal atividade do acido kdjico é a ativdade clareadora, que ocorre
através da inibicdo da enzima chave para produ¢do de melanina, a tirosinase. O
acido kgjico age quelando o cobre, substrato dessa enzima e também suprimindo a
tautomerizagdo de DOPA em 5,6-dihydroxyindol-2-carboxylic acid (GILLBRO;
OLSSON, 2011; ZAID; AL RAMAHI, 2019). Como radicais livres induzem a sintese
de melanina, atividade antioxidante também esta envolvida no mecanismo de acao
(LAJIS; HAMID; ARIFF, 2012). A modulacdo de leucécitos também esta envolvida na
atividade clareadora, e mecanismos que ndao envolvem a enzima tirosinase ja foram
relatados, como a regulagdo positiva da producédo de interleucina-6 em
queratinécitos levando a uma queda da melanogénese em melandcitos, o que

sugere uma comunicagao cruzada entre estas células (CHOI et al., 2012).

Além da atividade clareadora significativa e conhecida, a molécula do acido
kéjico, bem como seus derivados, possuem diversas outras atividades, como
antisenescéncia de células da coérnea (WEI et al., 2019, 2020), processo que esta
também relacionado ao envelhecimento; atividade anticonvulsivante (AYTEMIR;
CALIS, 2010); e como agente de manejo da obesidade, inibindo a enzima lipase
pancreatica (EL-KORANY et al., 2020). Contudo, entre as atividades do acido kéjico
e seus derivados que nao a atividade clareadora, as atividades antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatéria merecem destaque, visto que podem estar atuando
sinergicamente com um efeito clareador, além de trazerem outros beneficios para
formulagbes de uso cosmético e dermatolégico. A atividade antimicrobiana se
destava principalmente por ter sido testada contra patégenos de pele, como o
Staphylococcus aureus (BRACARENSE; TAKAHASHI, 2014; NURUNNABI et al.,
2018; RAJAMANIKYAM et al., 2017; SIDDHARDHA et al., 2010).

O primeiro capitulo desta dissertacado evidenciou a importancia farmacéutica e
cosmeética da molécula do acido kadjico, possibilitando um maior entendimento de
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seus mecanismos e achando potencial para seu uso, principalmente do uso de seus
derivados. Derivados esterificados, como o dipalmitato de acido kéjico (KDP), possui
estabilidade superior ao acido kéjico (GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015), e o uso
da nanotecnologia se mostrou repetidamente benéfico quando aliado as moléculas
estudadas (AFIFAH et al., 2018; EZZAT et al., 2021; GONCALEZ, M. L.; CORREA;
CHORILLI, 2013; KHEZRI et al., 2020; ROSELAN et al., 2021; SYED AZHAR et al.,
2020; WANG et al., 2012).

Encontrou-se, no derivado KDP, potencial para desenvolver uma nova
formulacdo de base nanotecnoldgica. Este derivado esterificado possui maior
estabilidade do que o acido kdjico (GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015) e ao alia-lo
com as caracteristicas antioxidante e regeneradora do 6leo de rosa mosqueta
(SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009) em nanoemulsdes, trazendo para esta
formulacdo os diversos beneficios que a nanotecnologia possui, foi observado o
desenvolvimento de uma formulacdo inovadora de potencial atividade visando ao

tratamento de melasma.

Foi possivel incorporar até 0,2% de KDP processando as nanoemulsdes
desenvolvidas numa temperatura de 60°C fazendo uso de um método de alta
energia, utilizando o equipamento Ultra-Turrax® (IKA® T10 basic), sem o uso de
solventes organicos. As formulagbes desenvolvidas apresentaram aspecto
homogéneo, com uma coloragado opaca esbranquigada e com brilho azulado. O teor
das nanoemulsdes, determinado a partir de método HPLC-UV previamente validado,
foi de 101,29 + 1,62% e 96,67 + 4,96% para 1 mg/mL e 2 mg/mL de KDP
respectivamente, indicando que nédo houve perdas durante o processo de producio.
A eficiéncia de encapsulagéo foi superior a 95%, indicando alta afinidade do ativo

com o Oleo de rosa mosqueta.

Duas técnicas diferentes foram utilizadas para medir o didmetro das goticulas:
difracao de laser e espalhamento de luz dinamico. Foram observadas diferengas nos
didmetros médios dependendo da técnica empregada. O didmetro médio, para a
técnica de difragcao de laser, foi de aproximadamente 120 nandémetros, enquanto
que, para a técnica de espalhamento de luz dindmico, foi de aproximadamente 73
nandmetros. A diferenga entre as técnicas pode explicar essa diferengca de tamanho.
Enquanto a técnica de difracdo de laser mede o tamanho de uma particula
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espalhando luz de forma similar ao das particulas sendo investigadas, a técnica de
espalhamento de luz dindmico determina o raio hidrodindmico de uma particula
hipotética espalhando luz na mesma intensidade das particulas sendo investigadas
enquanto difundem na dispersao, e estas diferencas podem levar a diferencas entre
resultados (BHATTACHARJEE, 2016). Contudo, ambas as analises levaram a
didmetro de goticula e distribuicdo de tamanho adequado para nanoemulsdes (RA
et al., 2018), e similares aos diametros descritos em trabalhos prévios da literatura
com outro derivado esterificado de acido kdjico, o kéjico monooleato (AFIFAH et al.,
2018; ROSELAN et al., 2020).

O valor de potencial zeta foi proximo a -10 mV para todas as nanoemulsdes
desenvolvidas, indicando que a estabilidade do sistema se da principalmente devido
a efeito estérico (BARRADAS et al., 2015). A densidade das formulagdes foi proxima
a 1 mg/mL, proxima a densidade da agua, e os valores de pH ficaram levemente
acidos, o que se mostra adequado para formulagdes previstas para uso topico, que
se recomenda que o pH fique entre 4 e 7 (MARTINEZ-PLA et al., 2004).

Quanto a estabilidade, foi possivel observar que as caracteristicas de
tamanho e distribuicdo de goticulas, potencial zeta, pH e densidade se mantiveram
ao longo dos 30 dias estudo. Ja para o teor, tanto para as nanoemulsées de KDP
quanto para as dispersdes do ativo foi possivel observar uma queda no teor em 30
dias, dependente da temperatura. Sabe-se que o KDP é hidrolisado por esterases
localizadas na pele (BALAGUER; SALVADOR; CHISVERT, 2008), e que a hidrdlise
ndo é uma reagdo espontdnea, mas ¢€ catalisada pelo calor (DINCER,;
ZAMFIRESCU, 2016), logo isso explica o porqué da refrigeracao (8°C) ter mantido o
teor das formulagdes estavel enquanto que temperatura ambiente (25°C) e estufa
(40°C) levaram a uma queda de aproximadamente 30% e 75% do teor,
respectivamente (figura 1, capitulo2). Contudo, como o KDP é hidrolisado para acido
kéjico na pele para exercer sua atividade, perdas no teor ndo necessariamente
significam perdas na atividade. Além disso, devido a alta lipofilia do ativo, é
esperada a possibilidade de formacgédo de cristais visto que 0 mesmo se encontra
num meio aquoso. Comparando as nanoemulsées com as dispersées de KDP foi
possivel observar que o sistema nanotecnolégico ajudou a manter a estabilidade do

sistema, formando uma menor quantidade de cristais; j4 comparando as duas
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concentracdes do ativo utilizadas, foi possivel concluir que quando usado na
concentragdo de 1 mg/mL o ativo formou menos cristais, sugerindo uma
superioridade da formulagdo quando utilizada a concentragédo de 0,1% do ativo

(figura 2, capitulo 2).

Estudos de permeacgédo in vitro foram realizados utilizando a membrana
sintética Strat-M® (Transdermal Diffusion Test Model, Millipore, Merck, Co. Cork,
Ireland). O meio receptor utilizado (92,5% agua purificada, 3,75% polissorbato 80 e
3,75% oleato de sorbitano) foi escolhido com o intuito de mater o ativo disperso no
meio apos sua passagem pela membrana. As nanoemulsdes (1 e 2 mg/mL) foram
comparadas com as dispersdes (1 e 2 mg/mL), as ultimas contendo apenas o ativo e
os tensoativos. Como as nanoemulsdes desenvolvidas sdo previstas para uso topico
e 0s melandcitos encontram-se na camada basal da epiderme (SAEEDI;
ESLAMIFAR; KHEZRI, 2019), é importante que o ativo chegue até ela. Embora os
resultados obtidos (figura 3, capitulo 2) possam indicar uma tendéncia a uma maior
permeacao do ativo quando em nanoemulsdes em relacao as dispersdes, nao houve
diferengas estatisticas significantes. As nanoemulsdes desenvolvidas nao impediram

a penetragdo do KDP através da pele.

O ensaio foi realizado com uma membrana sintética, que pode proporcionar
estimacgdes sobre a permeacgao cutanea de forma rapida e ser adequada para testes
iniciais; contudo, ela nao exclui a necessidade de outros modelos mais
biologicamente semelhantes a pele humana (KARADZOVSKA; RIVIERE, 2013).
Pele de orelha de porco é uma opgédo mais biologicamente semelhante a pele
humana, com estruturas foliculares e permeacao semelhantes, além de ser de facil
obtencdo (MACHADO et al., 2017). Além disso, € um modelo que permite a
separagao das camadas da pele, possibilitando quantificar os ativos em cada uma
delas.

As nanoemulsées de KDP (1 e 2 mg/mL), bem como a nanoemuls&o sem o
ativo e as dispersdes do ativo (1 e 2 mg/mL) foram analisadas quanto as atividades
antioxidante e de inibicdo da enzima tirosinase. Ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p<0,05) nestes ensaios entre as duas concentra¢des testadas, nem

para as nanoemulsdées nem para as dispersdes.
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Para a atividade antioxidante, foi possivel observar atividade tanto para as
nanoemulsbées quanto para as dispersbes, com maior atividade para as
nanoemulsodes. Tal resultado esta de acordo com resultados previamente descritos
na literatura para carreadores lipidicos nanoestruturados com acido koéjico, onde as
nanoparticulas obtiveram maior atividade do que acido koéjico ndo encapsulado
(KHEZRI et al., 2021) e para emulsbes multiplas com KDP, onde observou-se que,
apesar da auséncia de diferengas entre formulagées no dia 0, ao longo do periodo
de teste o uso da nanotecnologia garantiu uma maior atividade para o ativo
(GONCALEZ, Maira Lima et al., 2015). Além disso, a nanoemulsdo desenvolvida
sem o ativo também apresentou atividade antioxidante, o que indicou que o 6leo de
rosa mosqueta, 6leo escolhido para o desenvolvimento da nanoemulsao, esta de
fato envolvido com as propriedades antioxidantes da nanoemulsdo. O uso de
nanotecnologia com o 6leo de rosa mosqueta em nanocapsulas ja foi descrito, e foi
mostrado que o uso da nanotecnologia aumenta a estabilidade de dleos vegetais e
previne perdas na sua atividade (CONTRI, Renata V. et al., 2016). Além disso,
nanoemulsées com oOleo de rosa mosqueta ja foram descritas também, com
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e foto-protetora relatadas (KAYATH;
DHAWAN; NANDA, 2019). Isso demonstra o potencial do éleo escolhido e que é
possivel que ocorra um efeito sinérgico com o KDP quanto a atividade antioxidante.

Quanto a atividade inibidora da enzima tirosinase, as nanoemulsées com KDP
inibiram a enzima em torno de 20%, mostrando potencial das nanoemulsdes
desenvolvidas para aplicagdo como agentes despigmentantes. Ja as dispersdes
ao fato de que nas nanoemulsbes o KDP esta protegido dentro da goticula em
escala nanométrica, dificultando o contato da mesma com a enzima. Para exercer
sua atividade, o ativo precisa, provavelmente, ser liberado da nanoestrutura, o que,
devido ao curto tempo de experimento, pode n&o ter acontecido. Este resultado vai
de acordo com o encontrado por Roselan e colaboradores para kojico monooleato e
nanoemulsdes de kojico monooleato, de forma que, em concentragdes de 50 a 500
Mg/mL, o kdjico monooleato apresentou uma inibicdo da enzima superior a

nanoemuls&o contendo o ativo (ROSELAN et al., 2021).
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A nanoemulsdo sem o ativo ndo apresentou atividade inibindo a enzima
tirosinase, indicando que, apesar do 6leo de rosa mosqueta ser rico em acido
ascorbico (SANTOS; VIEIRA; KAMADA, 2009) e possuir atividade antioxidante, ele
nao inibiu a enzima tirosinase. Tal atividade era esperada visto que a atividade
antioxidante também atua inibindo a enzima tirosinase (ZAID; AL RAMAHI, 2019).
Contudo, assim como para as nanoemulsées com KDP, o 6leo pode nao ter sido

liberado da nanoestrutura, impedindo seu contato direto com a enzima.

A toxicidade das nanoemulsées com KDP (1 e 2 mg/mL), bem como a da
nanoemulsdo sem o ativo, foram avaliadas com ensaio de viabilidade celular
utilizando a linhagem celular de fibroblastos 3T3-L1. As amostras foram seguras nas
concentragdes testadas (de 0,06 a 1%). Outro estudo testou a seguranca de
emulsées multiplas de KDP em células J-774, que também se mostraram seguras.
Ja foi demonstrado que particulas poliméricas de cerca de 150 nandmetros podem
penetrar pele lesionada (CONTRI, R. V. et al., 2016). Portanto, as nanoemulsbes
desenvolvidas neste estudo, que tém tamanho de goticula inferior a 150
nandémetros, poderiam penetrar a pele, especialmente se a mesma estiver
lesionada. Isto demonstra a importancia dos estudos de viabilidade celular para

novas formulagdes.

Passar uma escala laboratorial para uma escala industrial requer atencao e
cuidado. Muitos interferentes, como dificuldade de operadores para lidar com lotes
maiores, equipamentos apropriados para o aumento da escala de producédo e
inconsisténcias fisicoquimicas podem surgir (SINGH et al.,, 2017). Foi possivel
aumentar a escala de producdo da nanoemulsdo proposta em um lote dez vezes
maior (passando de 35 mL para 350 mL). Para tal, foi necessario alterar o
equipamento homogeneizador. A formulagdo escalonada apresentou caracteristicas
fisicoquimicas iguais as da formulacdo laboratorial, mantendo caracteristicas de pH,
densidade, didametro de goticula e distribuicdo de tamanho e potencial zeta. O teor
da formulacdo contendo 1 mg/mL do ativo se manteve, contudo, ocorreram perdas
significativas no teor da formulagdo com 2 mg/mL de KDP, sugerindo que alteragdes
no meétodo sdo necessarias de forma a garantir a solubilizagcdo do ativo e sua
incorporacao na formacgao da emulsao primaria. Acredita-se que podem ter ocorrido

perdas de KDP no momento da preparagao da emulsao primaria, com uma falta de
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agitacdo adequada para a incorporagdo das fases da emulsdo, levando a
precipitagao do ativo nas paredes do recipiente. Existe potencial para o aumento de
escala de produgdo da nanoemulsdo proposta, mas € essencial garantir a
solubilizac&o e incorporagdo do ativo, o que é um fator chave para se garantir o teor

na formulagao final.
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7. CONCLUSAO GERAL



Em concluséo, o acido kadjico e seus derivados possuem atividade clareadora
que se da pela ligagado do ativo com a enzima tirosinase, regulacéo de fatores da
melanogénese, modulagao de leucdcitos e pela atividade antioxidante. Além disso,
possuem também atividade antioxidante, antibacteriana, antifungica e anti-
inflamatoria e também potencial para serem usados como agentes antitumorais. Sao
substancias relativamente seguras, considerando uso humano. Os derivados do
acido kojico apresentam vantagens em relagcdo a ele por serem mais estaveis e
permitirem melhorias na atividade. Foi possivel desenvolver nanoemulsbées com um
derivado do acido kojico, o dipalmitato de acido kdjico. O uso da nanotecnologia
permitiu a incorporacéo de até 0,2% do ativo altamente lipofilico em um veiculo
aquoso, com propriedades adequadas para aplicagdo tépica, podendo facilitar a
incorporagao deste ativo em formulagdes cosméticas. As formulagdes desenvolvidas
apresentaram caracteristicas nanotecnoldgicas e estabilidade em refrigeragao.
Apresentaram atividade antioxidante e inibidora da tirosinase além de ndo ter
comprometido a viabilidade celular, se mostrando seguras. Portanto, foi possivel
associar dipalmitato de acido kojico e 6leo de rosa mosqueta em nanoemulsdes com

potencial para uso no tratamento do melasma.
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