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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA  

 

Este trabalho tem potencial de impactar positivamente a sociedade ao contribuir para o 

desenvolvimento de formulações cosméticas mais eficazes e cientificamente embasadas, 

capazes de atender de forma mais robusta às demandas dos consumidores. Também apoia 

o setor cosmético com uma ferramenta prática e estruturada para o uso assertivo de ativos e 

sua realização em parceria com uma instituição privada reforça o interesse do mercado no 

tema. 

 

 

 

 POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH  

This work has the potential to positively impact society by contributing to the development of 

more effective and scientifically grounded cosmetic formulations, capable of more robustly 

meeting consumer demands. It also supports the cosmetic sector with a practical and 

structured tool for the assertive use of active ingredients, and its development in partnership 

with a private institution reinforces the market’s interest in the topic. 
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Resumo  

 

O processo de envelhecimento cutâneo ocorre em decorrência de fatores naturais e 

externos como poluição ambiental, exposição à radiação solar, tabagismo e estilo de 

vida. A pele envelhecida é evidenciada pela perda de proteínas estruturais como 

colágeno, resultando em rugas e marcas de expressão, além de discromias como 

hiperpigmentação cutânea. No contexto da busca pela reversão/inibição do processo 

de envelhecimento e atenuação de discromias, e em resposta à demanda do mercado 

consumidor, faz-se necessária a criação e avaliação de cosméticos de uso tópico com 

tais potencialidades. Uma extensa variedade de ativos cosméticos tem sido 

desenvolvida, com origens e mecanismos distintos, e a combinação de múltiplos 

ativos em formulações torna-se comum, porém são raros os registros de avaliações 

sobre os impactos de tais associações em termos de eficácia. Desta forma, o presente 

trabalho objetivou avaliar comparativamente a eficácia antienvelhecimento do ativo 

CMZ, com a ação promovida por oito ativos cosméticos de referência (Ginkgo biloba, 

coenzima Q10, niacinamida, ácido glicólico, retinol, bakuchiol, ácido ascórbico e Pal-

GQPR/Pal-GHK) e, simultaneamente, avaliar o possível efeito sinérgico entre o ativo 

alvo e cada um dos ativos referência. Paralelamente, o mesmo modelo de análise foi 

utilizado para avaliar um ativo cosmético alvo denominado MLA e oito referencias com 

propriedades moduladoras de discromias cutâneas (4-butil-resorcinol, ácido ascorbico 

2-Glicosideo, ácido elágico, ácido kójico, ácido tranexâmico, glabridina, n-acetil 

glucosamida e niacinamida). O presente estudo foi realizado utilizando o modelo de 

análise ex vivo, no qual fragmentos de pele humana provenientes de cirurgia plásticas 

foram cortados e distribuídos em 19 grupos, tratados topicamente com produto, 

mantendo-se em paralelo os controles basais e placebo para cada um dos 5 

voluntários utilizados por grupo. O grupo de ativos antienvelhecimento foi avaliado 

frente a capacidade moduladora da síntese de colágeno tipo I pela técnica de 

imunofluorescência em cortes histológicos. Já os ativos moduladores de discromias 

cutâneas foram avaliados frente a capacidade moduladora da presença de melanina, 

utilizando a técnica Fontana-Masson. Os resultados obtidos demonstram que todos 

os ativos avaliados promoveram a eficácia cosmética cutâneas a qual se propunham, 

porém em diferentes intensidades. Quando avaliadas as combinações, pode-se 

observar modulações de incremento de eficácia na associação entre CMZ e ácido 

ascórbico e extrato de Ginkgo biloba, porém o antagonismo foi evidenciado na 

associação do ativo CMZ ao peptideo Pal-GQPR/Pal-GHK. Em relação aos ativos com 

propriedades moduladoras da melanina, a associação de MLA se mostrou benéfica 

com ácido ascórbico 2-glicosídeo, N-acetil-glucosamina e glabridina, melhorando a 

eficácia da formulação frente ao ativo MLA isolado. Propõem-se que a essência e 

definição da eficácia combinações está diretamente relacionada ao mecanismo de 

ação ao qual os ativos atuam, e que o modelo de análise pré-clínico ex vivo é uma 

importante ferramenta para a avaliação do potencial sinérgico ou antagônico de ativos 

cosméticos. 
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Abstract 

 

The skin aging process occurs due to internal and external factors such as 

environmental pollution, exposure to solar radiation, smoking, and lifestyle. Aging skin 

is evidenced by the loss of structural proteins such as collagen, resulting in wrinkles 

and expression marks, as well as dyschromias such as skin hyperpigmentation. In the 

search to reverse/inhibit the aging process and mitigate dyschromia, and in response 

to consumer market demand, it is necessary to create and evaluate topical cosmetics 

with this potential. Various cosmetic active ingredients have been developed with 

different origins and mechanisms, and combining multiple active ingredients in 

formulations has become common. However, reports of evaluations on the impacts of 

such associations in terms of efficacy are rare. Therefore, the present work aimed to 

evaluate the anti-aging efficacy of the active ingredient CMZ comparatively, with the 

action promoted by eight reference cosmetic active ingredients (Ginkgo biloba, 

coenzyme Q10, niacinamide, glycolic acid, retinol, bakuchiol, ascorbic acid and Pal - 

GQPR/Pal -GHK) and, simultaneously, evaluate the possible synergistic effect 

between the CMZ ingredient and each of the reference active ingredients. In parallel, 

the same analysis model was used to test a target cosmetic active ingredient called 

MLA and eight references with cutaneous dyschromia-modulating properties (4-butyl-

resorcinol, ascorbic 2-glucoside acid, ellagic acid, kojic acid, tranexamic acid, glabridin, 

n-acetyl glucosamine, and niacinamide). The present study was performed using the 

ex vivo analysis model, in which fragments of human skin from plastic surgery were 

cut and distributed into 19 groups, treated topically with the product, and the basal and 

placebo controls for each one were maintained in parallel for the five volunteers used 

per group. The group of anti-aging active ingredients was evaluated based on the 

ability to modulate type I collagen synthesis using the immunofluorescence technique 

in histological sections. Active modulators of cutaneous dyschromia were tested based 

on their ability to modulate the presence of melanin using the Fontana-Masson 

technique. The results demonstrate that all active ingredients evaluated promoted  

cosmetic efficacy for the skin at different intensities. When assessing the combinations, 

modulations of increased efficacy could be observed in the association between CMZ 

and ascorbic acid and Ginkgo biloba extract; however, antagonism was evident in the 

association of active CMZ with the peptide Pal-GQPR/Pal-GHK. Regarding active 

ingredients with melanin-modulating properties, the association of MLA proved to be 

beneficial with ascorbic acid 2-glucoside, N-acetyl-glucosamine, and glabridin, 

improving the effectiveness of the formulation compared to the active MLA alone. It is 

proposed that the essence and definition of synergistic efficacy are directly related to 

the mechanism of action the active ingredient may have and that the ex vivo preclinical 

analysis model is a relevant tool for evaluating the synergistic or antagonistic potential 

of cosmetic active ingredients. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Cosmético é uma palavra de origem grega que define produto utilizado para 

melhorar ou embelezar a aparência de uma pessoa (Cosmético, 2015). O uso de 

produtos com esta finalidade pode ser encontrado em registros antigos, desde o 

tempo dos faraós, na civilização romana e grega, assim como no mundo árabe, 

continuando presentes nos períodos medieval e Elisabetano e, mantendo-se até a 

atualidade (Oumeish, 2001). No início, o embelezamento estava intimamente ligado 

às regras de higiene e elegância. Contudo, nos tempos modernos, passou a ser 

relacionado com a busca pela beleza imutável, divulgada principalmente pela arte 

(Corrêa, 2012).  

Além do conceito estético, o cuidado com a beleza é associado à 

psicodermatologia, que compreende a interação entre pele e mente, em que situações 

de alterações psicológicas, como traumas emocionais e estresse, podem 

desencadear o aparecimento de doenças cutâneas, tais como psoríase, acne e 

dermatite atópica, assim como problemas estéticos tornam-se possíveis indutores de 

alterações psicológicas (Azambuja, 2017). Alterações cutâneas indesejadas, como 

discromias, rugas e marcas de expressão em decorrência do envelhecimento e da 

exposição a agentes ambientais como radiação ultravioleta, podem afetar 

significativamente o bem-estar individual e elevar sintomas de transtorno de 

ansiedade social (TAS) (Ellison, 2019). Em um estudo com 120 pacientes 

ambulatoriais com enfermidades da pele e casos dermatológicos variados, 

Montgomery e cols., 2016, observaram que cerca de 33% dos pacientes relataram 

ansiedade social clinicamente significativa. Dentro deste contexto, além de atuar no 

conceito estético, o mercado cosmético também exerce função no campo psicológico, 

buscando melhorar a qualidade de vida de seus consumidores, ofertando a 

possibilidade de envelhecer com a aparência jovem e saudável, sem os sinais 

cutâneos relativos a esse processo, como o surgimento de rugas, perda da firmeza e 

elasticidade da pele e distúrbios hiperpigmentares. Embora os aspectos estéticos do 

envelhecimento cutâneo e dos processos de hiperpigmentação da pele colaboram 

com o bem-estar emocional, mental e psicossocial das pessoas, seu tratamento e/ou 

prevenção é particularmente importante devido ao fato de que o envelhecimento 

cutâneo é relacionado à redução da capacidade funcional da pele, ao aumento da 
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susceptibilidade a problemas cutâneos e ao desenvolvimento de dermatoses, 

despigmentação, hiperpigmentação e rugas, assim como de tumores benignos e 

malignos (Blume-Peutavi e cols., 2016). Desta forma, o desenvolvimento de produtos 

que possuam ações múltiplas sobre diferentes processos que ocorrem na pele, em 

especial no envelhecimento e na discromia cutânea, é de fundamental importância, 

ao mesmo tempo que desafiador. 

 

1.1. Envelhecimento cutâneo 

 

O envelhecimento cutâneo é um processo comum, relativo à maturidade, e 

pode ser induzido por diversos mecanismos como o acúmulo de danos celulares 

oxidativos ou pela teoria do encurtamento dos telômeros, sequencias de nucleotídeos 

presentes no final dos cromossomos que são encurtados a cada divisão celular, 

impossibilitando a divisão celular infinita (Gragnani e cols., 2014; Zhang e Duan, 

2018). No entanto, o processo de envelhecimento natural, ou intrínseco, o qual ocorre 

em decorrência do avanço da idade e condições genéticas, pode ser acelerado devido 

a fatores externos, como poluição ambiental, exposição à radiação solar, tabagismo e 

estilo de vida, sendo esse processo denominado envelhecimento extrínseco (Fisher e 

cols., 2002). O resultado do envelhecimento cutâneo intrínseco e extrínseco 

evidencia-se pela perda de proteínas estruturais da pele, como colágeno e elastina 

presentes na derme, resultando em rugas e marcas de expressão (Harris, 2016). 

O colágeno é o componente principal da derme que representa cerca de 70% 

do peso da pele seca, e envolve mais de 15 subtipos de colágeno humano, sendo o 

tipo I, o mais abundante na derme (James e cols., 2016). O processo de síntese do 

colágeno é coordenado pelos fibroblastos, e se inicia intracelularmente com a 

transcrição do mRNA no núcleo celular. Na sequência, o mRNA se move para o 

citoplasma e interage com os ribossomos para o processo de tradução, formando 

cadeias alfa-1 ou alfa-2, denominadas cadeia pré-pró-polipeptídica, que ainda serão 

modificadas no pós-tradução. O pré-pró-polipeptídeo é encaminhado para o reticulo 

endoplasmático onde terá três grandes modificações para se tornar pró-colágeno. A 

primeira alteração é a remoção do peptídeo de sinalização da região N-terminal, 

seguido da adição de grupos hidroxila nos resíduos de lisina e prolina por meio de 

enzimas hidroxilase, que requerem vitamina C como cofator. A última alteração é a 
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glicosilação dos grupos hidroxila selecionados em lisina com galactose e glicose b. 

Dessa forma, três cadeias pro-α hidroxiladas e glicosiladas são montadas por torção 

em formato de tripla hélice, sendo elas duas cadeias alfa-1 e uma alfa-2. Neste 

formato, a molécula de pró-colágeno é movida para o aparelho de Golgi e secretadas 

para o espaço extracelular. Já no meio externo das células, peptidases removem as 

extremidades da molécula e forma-se o tropocolágeno. Para a finalização do 

processo, a lisil-oxidase, uma enzima dependente de cobre, atua sobre a lisina e as 

hidroxilisinas, e as ligações covalentes entre as moléculas de tropocolágeno dão 

origem a uma fibrila de colágeno (Flatt, 2019; Wu, Cronin, Crane, 2022). A Figura 1 

esquematiza o processo de síntese descrito.  

 

 
Figura 1. Esquematização da síntese de colágeno tipo 1. (Adaptação de Flatt, 2019)  

 

 

Dentre os fatores responsáveis pela perda da firmeza cutânea e surgimento de 

rugas na maturidade, destaca-se a diminuição da capacidade de síntese e alterações 

biomecânicas na proteína de colágeno tipo 1 (Wilson e cols., 2012; Feitosa e cols., 

2022). Um estudo de Varani e cols., 2006, demostrou que fibroblastos humanos 

provenientes de voluntários com idade superior a 80 anos produzem cerca de 68% 

menos pró-colágeno tipo I, quando comparados a fibroblastos extraídos de voluntários 

com idade entre 18 e 29 anos, além de tais voluntários apresentarem espaços vazios 

na derme, resultando em perda da estimulação mecânica das células para produção 
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de colágeno e matriz extracelular (Parsons, 1999; Varani e cols., 2006). Outro 

mecanismo sugere que a redução do espalhamento e diminuição da força mecânica 

dos fibroblastos na pele envelhecida eleva a produção de Prostaglandina E2, 

contribuindo para a redução da produção de colágeno (Li e cols., 2015).  

A redução da concentração de colágeno em peles maduras também pode ser 

associada ao fotoenvelhecimento, no qual ocorre o aumento das proteases 

relacionadas à degradação desta proteína, especialmente da metaloproteinase tipo I 

(MMP-1) (Chung e cols., 2001). Ainda sobre a degradação de proteínas, sabe-se que 

o aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) proveniente do estresse oxidativo 

na pele também resultam em aumento na expressão de MMP-1 e inibição de TGF-β 

(Fator Transformador de Crescimento Beta), um importante regulador da síntese de 

colágeno (Rinnerthaler e cols., 2015).  

O processo de envelhecimento, comumente diferenciado como intrínseco e 

extrínseco, apresenta também peculiaridades relacionada a modulações 

epigenéticas, descritas como mecanismos capazes de alterar expressões genicas 

sem que ocorra alterações na sequência de DNA, possibilitando padrões de 

envelhecimento diferentes até mesmo em indivíduos geneticamente idênticos (Pal; 

Tyler, 2016).  As alterações epigenéticas podem ser resultantes de estímulos 

endógenos ou exógenos, derivados do estilo de vida, dieta e exposição ambiental (por 

exemplo, radiações UV, tabagismo, atividade física, ingestão de antioxidantes, 

restrição calórica) (Orioli; Dellambra, 2018). Existem diferentes meios de modulações 

epigenéticas, como metilação do DNA, remodelamento da cromatina, transcrição de 

RNAs não codificantes (ncRNAs) entre outros (Pal; Tyler, 2016). Dentre os ncRNAs, 

os microRNAs (miRNA) vêm sendo amplamente estudados desde sua descoberta em 

1993 (Lee; Feinbaum; Ambros, 1993). Seus mecanismos, tipos, e funções ainda 

carecem de estudos complementares para serem completamente elucidados, mas 

sabe-se se grande parte dos miRNAs são capazes de reprimir a tradução de genes-

alvo na maioria das condições (Sato e cols., 2011).  

Quando avaliada a influência de miRNAs no envelhecimento cutâneo, estudos 

demonstram que miRNAs relacionados ao mecanismo de envelhecimento cutâneo 

são significantemente mais expressos no tecido dérmico de indivíduos idosos, quando 

comparado ao dos jovens, sugerindo o papel crítico de miRNAs sobre o 

envelhecimento da derme (Varani e cols., 2006; Li e cols., 2016).  
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1.2. Hiperpigmentação cutânea 

 

Outra característica comumente associada aos sinais de envelhecimento é a 

discromia cutânea, com o surgimento de manchas pigmentares irregulares na pele, 

que podem estar relacionadas a diferentes condições como melasma, sardas, 

resposta pós inflamatória, manchas senis, entre outras. Sabe-se que, com o avanço 

da idade, tais condições tornam-se mais frequentes, devido a fatores naturais e 

externos. Com o objetivo de atuar de forma terapêutica sobre esta condição cutânea, 

diversos ativos cosméticos foram desenvolvidos e possuem capacidade moduladora 

em variadas vias reguladoras da melanogênese (Mohiuddin, 2019), processo 

prioritariamente coordenado pelo melanócitos.  

Os melanócitos são células dendríticas derivadas dos melanoblastos e, após o 

completo desenvolvimento, são responsáveis pela síntese e transporte de melanina. 

Na pele, estão localizados, em sua maioria, na camada basal da epiderme, onde cada 

melanócito é capaz de alcançar cerca de 36 queratinócitos (Sulaimon; Kitchell, 2003; 

Smit e cols., 2009).  

Diversos fatores impulsionam a melanogênese, especialmente a radiação solar 

e a liberação de citocinas inflamatórias, resultando na estimulação dos receptores da 

melanocortina 1 (MC1R), que potencializa a sinalização do hormônio estimulante de 

alfa-melanócitos (α-MSH), principal precursor de ativação da síntese de melanina 

(Harris, 2016). A Figura 2 ilustra a cascata reacional intracelular de produção de 

melanina. 
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Figura 2. Processo intracelular de melanogênese. (Harris, 2019) 

 

A síntese de melanina ocorre dentro de organelas denominadas 

melanossomos, conforme Figura 3. Os melanossomos são formados em quatro 

etapas de maturação, sendo que é possível ser observada a presença de melanina a 

partir do terceiro estágio. A síntese se inicia com a produção de 3,4-

dihidroxifenilalanina (DOPA) através da ação da enzima tirosinase sobre o aminoácido 

tirosina. DOPA é então oxidada em Dopaquinona, que se converte em 5,6-di-

hidroxiindol (DHI) ou em ácido 5,6-di-hidroxiindol-2-carboxílico (DHICA) através da 

ação da enzima dopacromo tautomerase (TRP2). Finalmente, a enzima dopacromo 

oxidase (TRP1) reage com o DHI e com o DHICA, dando origem a eumelanina de 

coloração preta e marrom (Park; Yaar, 2012).  
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Figura 3. Esquema reacional da síntese de melanina. (Adaptado de Cichorek e cols., 

2013) 

 

Após finalizado o processo de síntese, os melanossomos são transportados 

para os queratinócitos, processo que se inicia dentro dos melanócitos, com a 

movimentação dos melanossomos até o perímetro celular por meio de microtúbulos, 

seguido de movimentação ao longo da rede de actina, com a participação das 

proteínas melanofilina e Rab27a (Ohbayashi; Fukuda, 2020). Na sequência, os 

melanossomos são fagocitados para dentro dos queratinócitos com o auxílio, dentre 

outras moléculas, do receptor tipo 2 ativado por protease (PAR2), que é expresso 

apenas por queratinócitos e atua tanto no aumento da taxa de fagocitose quanto na 

estimulação da dendricidade dos melanócitos (Seiberg e cols., 2000; Bossche; 

Naeyaert; Lambert, 2006).  

A modulação sobre a cascata de melanização exercida pelos queratinócitos 

não se limita apenas ao transporte dos melanossomos. A síntese de melanina está 

também atrelada a outras vias de sinalização tais quais as controladas por 



 
 

23 
 

interleucinas, ou sistema plasminogênio/plasmina (Maeda; Tomita, 2007; Harris, 

2016). 

 

1.3. Ingredientes cosméticos com ação antienvelhecimento e/ou despigmentante 

 

Dentro do cenário de busca pela reversão/inibição do processo de 

envelhecimento cutâneo e atenuação de discromias da pele demandados pelo 

mercado, fazem-se necessárias a criação e avaliação de cosméticos de uso tópico 

com tais potencialidades.  

Parte da comunidade cientifica considera que os ingredientes ativos cosméticos 

podem ser classificados em grupos, sendo eles os ingredientes antioxidantes, 

reguladores celulares, hidratantes e absorvedores de UV, porém, quando avaliada a 

capacidade de estimular os componentes da matriz extracelular para a reparação e 

reversão das marcas do envelhecimento, os dois primeiros grupos se destacam 

(Ganceviciene e cols., 2012; Elewa; Zouboulis, 2014). Fazem parte do grupo de ativos 

com propriedades antioxidantes as vitaminas, polifenóis e flavonoides, já o grupo 

denominado reguladores celulares é composto por retinóis, peptídeos e fatores de 

crescimento, substâncias com efeitos diretos no metabolismo do colágeno 

influenciando sua produção (Ganceviciene e cols., 2012). No entanto, nota-se que 

muitas substâncias comprovam sua multifuncionalidade na medida em que são 

caracterizadas.  

Alguns ativos cosméticos estão bem estabelecidos no mercado, e se tornaram 

referência de eficácia entre os consumidores. Este é o caso de certas vitaminas e 

ativos antioxidantes, como o ácido ascórbico, que é estudado frente sua atividade 

antienvelhecimento desde meados do século XX, quando estudos sobre a capacidade 

moduladora da síntese de colágeno foram realizados por meio da administração oral 

da substância para cobaias, os quais apresentaram modulação positiva da proteína 

(Gould, Woessner, 1957). Estudos posteriores corroboraram a influência do ácido 

ascórbico sobre a síntese de colágeno diretamente em fibroblastos humanos 

(Freiberger e cols., 1980).  

Assim como o ácido ascórbico, a niacinamida também é uma substância 

naturalmente atuante em diferentes mecanismos funcionais biológicos e 

dermatológicos (Wohlrab; Kreft, 2014). Sua função biológica é tão importante que, 
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quando suprimida, resulta na doença denominada pelagra, causando sintomas 

intestinais, confusão mental, dermatite, entre outros (Hegyi; Schwartz; Hegyi, 2004).  

Ainda considerando compostos naturalmente presentes no organismo humano 

e que vem ganhando destaque na indústria cosmética, a coenzima Q10 (CoQ10), ou 

ubidecarenona, apresenta-se como um antioxidante essencial para o bom 

funcionamento fisiológico, sendo que a privação ou redução de disponibilidade de 

CoQ10 resulta em estresse oxidativo e pode acelerar o envelhecimento cutâneo (Inui 

e cols., 2008; Marcheggiani e cols., 2019).  

De forma complementar, algumas substâncias já são reconhecidas como 

padrão ouro no que diz respeito à capacidade moduladora da síntese de colágeno, e 

o consequente efeito antienvelhecimento, como o retinol, com seu metabólito ativo 

ácido retinóico, e os alfa hidroxiácidos como é o caso do ácido glicólico (Bernstein e 

cols., 2001; Khalil e cols., 2017). 

Nos últimos anos, um modelo cosmético de destaque no mercado é a utilização 

de peptídeos como ativos antienvelhecimento. Peptídeo são substâncias provenientes 

da união linear de 2 a 100 aminoácidos presente no organismo cuja função principal 

é transportar mensagens bioquímicas (Lintner, 2010). Uma subcategoria de tais 

substâncias são as matricinas, peptídeos curtos gerados pela proteólise de 

macromoléculas da matriz extracelular, que podem modular a proliferação, migração 

e apoptose celular (Aldag; Teixeira; Leventhal, 2016). Entre os peptídeos com atuação 

dermatológica de grande interesse encontram-se os peptídeos Pal-GQPR (palmitoyl 

tetrapeptide 7) e Pal-GHK (Palmitoyl Tripeptide-1) (Lintner, 2010; Pickart; Vasquez-

Soltero; Margolina, 2015).  

A despeito da notória performance de peptídeos na área cosmética, o mercado 

global de produtos naturais para cuidados com a pele também é significativo e possui 

expectativa de crescimento anual expressivo de 2022 a 2030. A conscientização do 

consumidor sobre sustentabilidade, o aumento da adoção de produtos à base de 

ingredientes naturais, a mudança no estilo de vida e os avanços biotecnológicos estão 

impulsionando o mercado. Além disso, a conscientização em constante crescimento 

sobre os benefícios dos produtos à base de ingredientes orgânicos leva os clientes a 

buscarem opções de cuidados com a pele que sejam naturais e ecologicamente 

corretas (Grand View Research, 2023) (Precedence Research, 2023).  Corroborando 

com tais constatações, ao realizar pesquisas em plataformas como ScienceDirect 
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(2023) e PubMed (2023) sobre artigos científicos que abrangem os termos "natural", 

"extrato" e "cosmético", é evidente um aumento progressivo de publicações 

relacionadas ao tema ao longo dos anos. Esta tendência evidencia o interesse 

contínuo tanto da comunidade científica quanto da indústria sobre o assunto. Entre os 

extratos vegetais deste segmento encontra-se o Bakuchiol, ingrediente com origem 

na medicina asiática e extraído da semente da planta Psoralea corylifolia, que vem 

sendo estudado como um produto retinoid-like para a área cosmética (Chaudhuri; 

Bojanowski, 2014). O extrato vegetal de Ginkgo biloba também se mantem como alvo 

de interesse, uma vez que possui uma composição rica em flavonoides e lactonas 

(Kim e cols., 1997; Liu e cols., 2020). Um recém-lançado ativo cosmético de origem 

natural, aqui denominado CMZ, (INCI name: Canola Oil (and) Malus Domestica Fruit 

Extract (and) Zingiber officinale (Ginger) Extract) também demostra capacidade de 

modular positivamente a síntese de colágeno tipo 1, e outros marcadores importantes 

no processo de envelhecimento cutâneo. Testes clínicos comprovam sua 

potencialidade de atuação como redutor de rugas e marcas de envelhecimento 

(Chemyunion, 2023). 

No âmbito de produtos cosméticos com ação reguladora das discromias 

cutâneas, compostos de origem vegetal também exercem importante eficácia. A 

Glabridina, um isoflavonoide originalmente obtido pelo extrato das raízes de Alcaçuz 

(Glycyrrhiza glabra), vem sendo utilizada em formulações cosméticas como agente 

anti-inflamatório, antioxidante e clareador da pele (Simmler; Pauli; Chen, 2013). Outro 

ativo vastamente estudado é o ácido elágico, um composto fenólico de ocorrência 

natural, comumente encontrado em morangos, framboesas, amoras e principalmente 

romãs, o qual apresenta características antioxidantes e reguladoras da melanogenese 

(Muñoz-Muñoz e cols., 2009). 

Algumas substâncias ativas, dada as características e mecanismos de atuação, 

são comprovadamente multifuncionais, podendo exercer funções moduladoras sobre 

a síntese de colágeno e atuar como agente hipopigmentante, simultaneamente. A 

niacinamida e o ácido ascórbico, citados anteriormente, se enquadram nesta categoria 

e apresentam-se como produtos de grande interesse da indústria cosmética (Ando; 

Matsui; Ichihashi, 2010; Boo, 2022). No entanto, uma peculiaridade do ácido ascórbico 

referente à rápida degradação é um empecilho para sua ampla utilização. Visando 

solucionar essa limitação, foram desenvolvidas formas mais estáveis dessa 
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substância, como é o caso do Ácido Ascórbico 2-glicosídeo (AA2G), sustância 

resultante do processo de síntese enzimática do ácido ascórbico com maltose 

(Yamamoto e cols., 1990; Qi e cols., 2021). O AA2G se apresenta estável, mesmo em 

soluções aquosas e aquecidas, apresenta menor citotoxicidade que o ácido ascórbico, 

além de ter sua conversão biológica em ácido ascórbico sustentada por um longo 

período quando topicamente aplicada (Yamamoto; Muto, 1992; Kouki e cols., 1992; 

Kumano e cols., 1998). Em relação à sua potencialidade, no mercado de cuidados 

pessoais o AA2G também é utilizado em produtos que visam diminuir a 

hiperpigmentação cutânea. Um estudo comparativo realizado por Kumano e cols., 

1998, entre ácido ascórbico e AA2G frente à capacidade de clareamento da melanina, 

demonstrou que ambos apresentavam efeitos significativos em modelo de célula de 

melanoma murino (B16), porém o AA2G apresentou efeitos mais duradouros. 

Um ativo historicamente empregado como potencial modulador da síntese de 

melanina é o ácido kójico, inicialmente descoberto a partir do fungo Aspergillus albus, 

que possui capacidade de atuar como inibidor da enzima tirosinase (Saruno; Kato; 

Ikeno, 1979). Recentemente, a funcionalidade clínica do ácido kójico foi novamente 

testada e comprovada, porém utilizando técnica avançada de imagem hiperespectral, 

comprovando mais uma vez a funcionalidade do composto na regulação da 

hiperpigmentação cutânea (WAWRZYK-BOCHENEK e cols., 2023). Outro composto 

inibidor da tirosinase é o 4-butil-resorcinol, um composto orgânico comumente 

sintetizado utilizando resorcinol como substrato (Resende e cols., 2022). O ativo em 

questão é capaz de modular negativamente a síntese de melanina, e reduzir a 

hiperpigmentação cutânea e manchas da idade de forma significativa, de acordo com 

teste clínico realizado com utilização contínua do produto por 8 semanas (Kolbe e 

cols., 2012). 

Algumas substâncias endogenamente presentes no corpo humano também 

apresentação eficácia cosmética como moduladoras da melanogênese, como é o 

caso da glucosamina, uma molécula originária da adição de um grupo amino à glicose, 

e quando acetilada torna-se a N-acetil glucosamina (Bissett, 2006). Esta molécula está 

presente naturalmente no organismo e tem como uma de suas funções mais notáveis 

ser precursora da molécula de ácido hialurônico, um polímero de ligação à água de 

alto peso molecular, que desempenha importantes funções estruturais e de hidratação 

na matriz extracelular, inclusive na pele (Bissett e cols., 2007). Porém, a N-acetil 
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glucosamina mostrou-se eficaz na modulação da síntese de melanina devido a sua 

capacidade de inibir os estágios iniciais do processo de síntese. 

Grande parte dos ativos cosméticos destinados à modulação da pigmentação 

cutânea tem como alvo os melanócitos, porém estes não figuram como alvo do ácido 

tranexâmico. Tal composto, reconhecido como importante ingrediente na indústria 

cosmética, não é capaz de modular os melanócitos pelas vias comuns da síntese de 

melanina, porém atua na sua inibição por interferir na interação entre a sinalização de 

melanócitos e queratinócitos (Maeda; Tomita, 2007). A eficácia sobre a 

hiperpigmentação cutânea exercida por este ativo é comprovada inclusive por estudo 

clínico, realizado em pessoas com melasma (Na e cols., 2012). 

Diante da ampla possibilidade de atuação de ativos moduladores da 

pigmentação cutânea, produtos com alvos múltiplos e distintos mecanismos de ação 

têm sido estudados e despontam como novas soluções cosméticas, como o extrato 

de galanga (Alpinia officinarum), padronizado na concentração de flavonoide 

galangina, denominado MLA. A eficácia de tal ingrediente foi investigada por meio de 

ensaios pré-clínicos e clínico, e apresenta grande potencialidade cosmética 

(Chemyunion, 2023).    

Corroborando os dados apresentados, o Quadro 1 apresenta uma análise 

relativa da quantidade de produtos cosméticos lançados no mercado mundial entre os 

anos de 2018 e 2022, contendo os ativos de referência mencionados. Essa análise é 

respaldada em um levantamento realizado na plataforma de pesquisa de mercado 

Mintel (2023) e inclui a tendência observada nos 5 anos anteriores. Em destaque 

(verde) o ponto máximo da curva de tendência, constando o aumento de lançamento 

com tais ativos nos últimos anos.  
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Quadro 1. Análise da tendência de lançamentos de produtos contendo os ativos cosméticos 

entre 2018 e 2022. Os pontos verdes dos gráficos de tendência destacam os valores mais 

altos da curva de crescimento. Fonte: Mintel (2023). 

 

 

1.4. Formulações cosméticas com múltiplos ativos 

 

Considerando a extensa variedade de ativos cosméticos, com especialidades, 

origens e mecanismos distintos, é frequente a combinação de múltiplos ativos em 

formulações cosméticas a fim de potencializar os efeitos exercidos. Formulações 

cosméticas de uso tópico são comumente apresentadas em excipientes ou emulsões, 

e podem ser compostas por um ou mais ativos, de acordo com o objetivo proposto. 

No entanto, é importante destacar que a combinação de diferentes ativos em uma 

mesma formulação pode resultar em efeitos aditivos, sinérgicos, mas também 

antagônicos. O efeito aditivo é caracterizado pela soma dos efeitos de duas ou mais 

substâncias, já o sinergismo é qualificado quando a produção de um efeito de uma 

associação é maior que a soma dos efeitos individuais das substâncias. De forma 

oposta, o antagonismo é representado pela neutralização ou redução dos efeitos 

biológicos de uma substância, quando combinada com outra substância (Secoli, 2001) 

(Nunes e cols., 2020). 



 
 

29 
 

Nos últimos anos, diversos estudos científicos avaliam a interação entre ativos 

cosméticos utilizados em formulações de uso tópico. A avaliação de sinergismo frente 

a capacidade antioxidante de ativos associados é de grande interesse. Um exemplo 

é a avaliação de glutationa e carnosina frente à capacidade antioxidante em 

associação a peptídeos conjugados a ácidos hidroxicinâmicos, no qual observou-se o 

sinergismo nessas associações (Kwak; Seo; Lee, 2009). Filtros solares também 

recebem especial atenção dentro do cenário de combinações de ativos. Um estudo 

avaliando filtros solares associados a compostos fenólicos provenientes de bagaço de 

uva Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) constatou que tal associação aumentou o 

fator de proteção solar nas formulações, constatando o sinergismo estabelecido entre 

os ativos (Hubner e cols., 2019).  

Em relação às formulações com foco na modulação das proteínas estruturais 

da derme e no controle de discromias cutâneas, as características de associações de 

ativos também são consideradas, sendo que tais combinações podem ou não 

melhorar a eficácia da formulação. Um exemplo é a comprovação por dois estudos 

clínicos multicêntricos duplo-cegos que a combinação de 2% de 4-hidroxianisol 

(Mequinol) e 0,01% de tretinoína foi eficaz na melhora da aparência de lentigos solares 

e lesões hiperpigmentadas (Fleischer e cols., 2000).  

Dessa forma, a compreensão adequada sobre sinergismo e antagonismo 

dentro das combinações de ativos cosméticos apresenta-se como um desafio 

contínuo. Modelos analíticos que empregam técnicas avançadas, como a tecnologia 

de impressão molecular, estão sendo avaliados com este propósito, no entanto 

técnicas de análise biológicas ainda apresentam papel significativo no contexto atual 

(Chen e cols., 2014).  

De acordo com as expectativas de mercado, espera-se que em 2024 os 

ingredientes ativos clássicos sejam ainda mais aplicados em cosméticos, e 

trabalhados a fim de aprimorar a eficácia, seja por meio de modificações químicas ou 

por associações e combinações com novos compostos também eficazes (Ourisman, 

2023). Os ativos CMZ e MLA apresentam estudos de eficácia pré-clínica e clínica que 

sustentam a eficácia de atuação antienvelhecimento e redutora de manchas, 

respectivamente, no entanto a dados sobre a eficácia em uso concomitante com ativos 

clássicos são desconhecidos, e tais avaliações apresentam especial relevância 

mercadológica no contexto atual.     
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2. OBJETIVOS 

 

Com base nas informações apresentadas, os objetivos do presente projeto são: 

1. Delinear metodologia experimental para análise em modelo pré-clínico, que 

possibilite a avaliação de sinergismo em formulações cosméticas. 

2. Avaliar de forma comparativa a eficácia e potência antienvelhecimento do ativo 

composto pelo extrato padronizado de Malus sp (maçã) e Zingiber officinale 

(gengibre), denominado CMZ, com a eficácia promovidas por oito ativos 

cosméticos de referência. 

3. Avaliar os possíveis efeitos sinérgicos em formulação contento a associação 

do ativo CMZ com cada um dos oito ativos cosméticos de referência.  

4. Avaliar de forma comparativa a eficácia e potência despigmentante da pele de 

um extrato padronizado de Alpinia officinarum (galanga), denominado MLA, 

com aqueles promovidos por oito ativos cosméticos de referência;  

5. Avaliar os possíveis efeitos sinérgicos em formulação contento a associação 

do ativo MLA com cada um dos oito ativos cosméticos de referência; 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Preparação das formulações cosméticas.  

 

Ingredientes cosméticos utilizados e suas respectivas identificações de acordo 

com padrão internacional de nomenclatura (INCI name): 

• Cera autoemulsionante (PLB) (INCI name: Cetearyl Alcohol (and) Polysorbate 

60DCB) 

• Conservante (INCI name: Xylityl Sesquicaprylate (and) Caprylyl Glycol) 

• Ativo alvo CMZ (INCI name: Canola Oil (and) Malus Domestica Fruit Extract 

(and) Zingiber officinale (Ginger) Extract)  

• Ácido ascórbico (INCI name: Ascorbic Acid) 

• Ácido glicólico (INCI name: Glicolic Acid) 

• Extrato de bakuchiol (INCI name: Bakuchiol) 

• Coenzima Q10 (INCI name: Ubiquinone Liposomes) 

• Extrato de Ginkgo biloba (INCI name: Ginkgo Biloba) 

• Niacinamida (INCI name: Niacinamide) 

• Pal-GQPR/Pal-GHK (INCI name: Glycerin (and) Water (and) Butylene Glycol 

(and) Carbomer (and) Polysorbate 20 (and) Palmitoyl Tripeptide-1 (and) 

Palmitoyl Tetrapeptide-7) 

• Retinol (INCI name: Retinol) 

• Ácido ascórbico 2-glicosídeo (AA2G) (INCI Name: Ascorbyl Glucoside) 

• N-acetil-glucosamida (INCI Name: Acetyl Glucosamine) 

• Glabridina (INCI Name: Glabridin) 

• Ácido kójico (INCI Name: Kojic Acid) 

• Ácido tranexâmico (INCI Name: Tranexamic acid) 

• Ácido elágico (INCI Name: Ellagic acid) 

• 4-butil-resorcinol (INCI Name: 4-Butylresorcinol) 

• Niacinamida (INCI Name: Niacinamide) 

• Ativo alvo MLA (INCI Name: Maltodextrin (and) Lecithin (and) Alpinia 

Officinarum Root Extract) 
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As formulações cosméticas foram preparadas utilizando cera autoemulsionante 

não iônica, com características abrangentes de aplicação (PLB). Para todas as 

formulações avaliadas e placebo, utilizou-se a cera aplicada a 12% (p/p) em água, 

com 1% (p/p) de conservante.  

Para o preparo da formulação placebo, água em quantidade suficiente foi 

aquecida a 75ºC e então adicionou-se aos poucos sob agitação constante 12% (p/p) 

de cera autoemulsionante previamente aquecida na mesma temperatura. Manteve-se 

sob agitação e na mesma temperatura por 10 minutos para completa homogeneização 

da emulsão. Passado o período, iniciou o resfriamento em temperatura ambiente sob 

moderada agitação. Ao atingir temperatura inferior a 40 ºC, adicionou-se 1% (p/p) de 

conservante e manteve-se em agitação por mais 10 minutos para finalização do 

processo.  

As formulações cosméticas contendo ativos com características polares foram 

preparadas de forma similar ao placebo. Ao término da adição do conservante e 

resfriamento da emulsão, adicionou-se o ativo na concentração de uso previamente 

solubilizado em 1% (p/p) de água e manteve-se em agitação por 10 minutos.  

Já os ativos com propriedades apolares foram adicionados à formulação na 

fase inicial de preparo. Para isso, foram aquecidos até 75ºC (temperatura máxima) e 

incorporados à água e a cera autoemulsionante na primeira etapa do processo de 

formulação, com a sequência de preparo como citado anteriormente. Salienta-se que 

os ativos com propriedades apolares são: CMZ, Bakuchiol, Coenzima Q10 e Retinol. 

No caso do preparo de formulação com dois ativos, sendo um apolar e outro 

polar, os ativos foram incorporados em momentos distintos, sendo o primeiro 

adicionado na etapa inicial do processo, já o segundo após a adição do conservante.  

Ao término do preparado de cada formulação, a emulsão foi transferida para 

embalagem pump tipo airless opaca, a fim de evitar degradação ou oxidação dos 

ativos causada pela exposição constante ao ar ou à luminosidade.  

Os Quadro 2 e 3 ilustram a composição de cada formulação. A fim de evitar o 

viés decorrente da identificação do grupo de estudo, as formulações cosméticas 

receberam um código numérico sequencial para cada grupo, sendo o grupo 

antienvelhecimento codificado com as iniciais FA e o grupo despigmentante com a 

inicial FD. 

  



Quadro 2. Composição das formulações pertencentes ao grupo antienvelhecimento. Porcentagens expressas em p/p. 

 

Quadro 3. Composição das formulações pertencentes ao grupo despigmentante. Porcentagens expressas em p/p. 

 

FA01 FA02 FA03 FA04 FA05 FA06 FA07 FA08 FA09 FA10 FA11 FA12 FA13 FA14 FA15 FA16 FA17 FA18

Cera autoemulsionante (PLB) 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12%

Conservante 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1%

Ácido Ascórbico - - 10% 10% - - - - - - - - - - - - - -

Ácido Glicólico - - - - 5% 5% - - - - - - - - - - - -

Bakuchiol - - - - - - 0,5% 0,5% - - - - - - - - - -

Coenzima Q10 - - - - - - - - 5% 5% - - - - - - - -

Ginkgo Biloba - - - - - - - - - - 2% 2% - - - - - -

Niacinamida - - - - - - - - - - - - 4% 4% - - - -

Pal-GQPR/Pal-GHK - - - - - - - - - - - - - - 3% 3% - -

Retinol - - - - - - - - - - - - - - - - 0,1% 0,1%

CMZ - 2% - 2% - 2% - 2% - 2% - 2% - 2% - 2% - 2%

Água q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p.

FD01 FD02 FD03 FD04 FD05 FD06 FD07 FD08 FD09 FD10 FD11 FD12 FD13 FD14 FD15 FD16 FD17 FD18

Cera autoemulsionante (PLB) 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12% 12%

Conservante 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1%

4-butil-resorcinol - - 0,1% 0,1% - - - - - - - - - - - - - -

Ácido Ascórbico 2-Glicosídeo - - - - 0,5% 0,5% - - - - - - - - - - - -

Ácido Elágico - - - - - - 0,5% 0,5% - - - - - - - - - -

Ácido Kójico - - - - - - - - 0,5% 0,5% - - - - - - - -

Ácido Tranexâmico - - - - - - - - - - 1% 1% - - - - - -

Glabridina - - - - - - - - - - - - 0,1% 0,1% - - - -

N-acetil-glucosamida - - - - - - - - - - - - - - 1% 1% - -

Niacinamida - - - - - - - - - - - - - - - - 1% 1%

MLA - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5% - 0,5%

Água q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p. q.s.p.



As concentrações para teste foram definidas com base na demanda e 

necessidade da empresa patrocinadora do estudo, levando em consideração as 

concentrações usuais de utilização das referidas matérias primas no mercado. Dessa 

forma, as concentrações selecionadas possuem registro de utilização, seja em 

pesquisa cientifica ou aplicação em produtos de mercado, conforme demonstrado no 

Quadro 4. 

 

Quadro 4. Seleção das concentrações de análise dos ativos em estudo 

  
Ativo 

Concentração 
selecionada 

Produto de mercado Referência 

G
ru

p
o
 A

n
ti
e
n
v
e

lh
e
c
im

e
n
to

 

Ácido 
ascorbico 

10,00% 
La Roche-Posay Pure Vitamin C10 Sérum 
(LaRoche, 2025) 

Fitzpatrick e Rostan 
(2002) 

Ácido glicólico 5,00% 
DermaTech Glycolic Cream® 5% 
(DermaTech, 2025) 

Thibault, Wlodarczyk 
e Wenck (1998) 

Bakuchiol 0,50% x Dhaliwal et al. (2018) 

Coenzima 
Q10 

5,00% 

AA SKIN BOOST Q10Concentrate 5% 
Coenzyme Q10 Bio Raspberry Extract 30 ml 
(Lyko, 2025) 

x 

Ginkgo Biloba 2,00% x 
Bardaa et al. (2021) 
(cobaias) 

Niacinamida 4,00% 
DermDoc 4% Niacinamide Face Toner 
(DermDoc, 2025) 

Kawada et al. (2008) 

Pal-GQPR/ 
Pal-GHK 

3,00% 
Skin Republic Matrixyl 3000 3% Under Eye 
Mask Patch (SkinRepublic, 2025) 

Bradley, 2014 

Retinol 0,10% 
Gel Creme Redutor de Rugas Botik Retinol 
Puro 0,1% (Boticário, 2025) 

Fauverghe et 
al. (2016) 

G
ru

p
o
 d

e
s
p

ig
m

e
n

ta
n
te

 

4 butil 
resorcinol 

0,10% x Huh et al. (2010) 

AA2G 0,50% x 
Miyai et al. (1996) 
(cobaia) 

Ácido Elágico 0,50% x Dahl et al. (2013) 

Ácido kojico 0,50% x 
Nakayama et 
al. (1994) 

Ácido 
Tranexamico 

1,00% 

Avoskin Your Skin Bae Glow Concentrate 
Treatment 1% TranexamicAcid + Multi 
Probiome + Pineapple (AvoSkin, 2024) 

x 

Glabridina 0,10% 
Monite Brightening Serum Glabridin 0,1% + 
Galactomyces + Ceramides (Monite, 2024) 

x 

n-acetil 
glucosamida 

1,00% 

Be Minimalist Vitamin C (EthylAscorbic 
Acid)10% + Acetyl Glucosamine 1% 
(BeMinimalist, 2024) 

x 

Niacinamida 1,00% 

The derma CO Pore Minimizing Clay Daily 
Face Wash With 1% Niacinamide & 2% PHA 
(TheDermaCo, 2024) 

x 
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As concentrações, além de estarem presente no mercado, também precisavam 

apresentar eficácia significativa na metodologia utilizada no presente trabalho, sendo 

essa uma premissa para sua utilização.  

 

 

3.2. Avaliações de eficácia ex vivo.  

 

As avaliações de eficácia realizadas utilizaram a metodologia ex vivo, tendo 

como substrato de estudo os explantes de pele humana provenientes de cirurgia 

plásticas de blefaroplastia, conforme aprovação na Plataforma Brasil e no comitê de 

Ética do Hospital Oftalmológico de Sorocaba (CAAE 31980820.8.1001.5411). 

Após o procedimento cirúrgico realizado pelo corpo clínico de cirurgias 

plásticas, os explantes de pele humana provenientes de cirurgia plásticas eletivas 

foram alocados em frasco contendo solução salina para transporte até o laboratório e 

início dos tratamentos, realizados sempre no mesmo dia da cirurgia. Primeiramente, 

as amostras foram imersas em nova solução salina para a lavagem do tecido. Em 

seguida, os explantes de pele foram imersos em etanol 70% (v/v) por 60 segundos 

para descontaminação, e posteriormente transferidos para nova solução salina para 

lavagem e remoção do etanol residual.  

Na sequência, os explantes de pele foram alocados em placa de petri contendo 

4 mL de meio de cultura (Dulbecco's Modified Eagle Medium – DMEM Gibco Código 

10569010 - suplementado com 10% de Soro fetal bovino, 100 unidades/mL de 

penicilina, 100 unidades/mL de estreptomicina e 0,25 ug/mL de Amfotericina B) onde 

foram cortados em fragmentos de 0,4 cm². A fim de atender as premissas do estudo, 

os explantes de pele provenientes de duas pálpebras de um mesmo voluntário deviam 

ter tamanho suficiente para a obtenção de 19 fragmentos de pele de 0,4 cm². 

Cada fragmento de pele foi tratado com 12 mg/cm² de um produto, mantendo-

se em paralelo e sob as mesmas condições um controle basal (sem nenhum 

tratamento) e um controle placebo (tratamento com o creme não iônico, veículo dos 

produtos) para cada um dos 5 voluntários utilizados. Os fragmentos foram então 

alocados em poços individuais de placas de 06 poços, e mantidos em contato com 

meio de cultura por 72 horas, em incubadora de CO2 (Thermo Scientific™ Forma™ 
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Series II Water-Jacketed CO2 Incubator) em atmosfera úmida, a 37 ºC e CO2 a 5%, 

com reaplicação do produto e troca do meio de cultura a cada 24 horas.  

Passado o período de tratamento, os fragmentos de pele ex vivo foram imersos 

em solução de paraformaldeído 4% (m/v) por 24 horas para fixação das estruturas 

cutâneas e então transferidas para solução de sacarose a 30% (m/v) por, no mínimo, 

48 horas, ambas as etapas a 4ºC.  

Na sequência, os fragmentos armazenados em sacarose foram transferidos 

para molde contendo meio de congelamento (Leica, 14020108926) e armazenadas a 

-20ºC até completa solidificação, de modo que o fragmento permanecesse na posição 

horizontal. Em seguida, os blocos foram alocados em criostato (Leica, CM1950) e 

fixados em suporte específico. Cortes histológicos de 10 µm foram coletados 

diretamente sobre lâminas silanizadas, sendo uma lâmina para cada fragmento de 

pele. Ao término da coleta dos cortes, os mesmos foram submetidos a fixação 

imergindo as lâminas em solução de paraformaldeído 2% (m/v) por 1 hora a 4ºC. 

 

3.2.1. Imunofluorescência de colágeno tipo I  

 

O ensaio de imunofluorescência foi realizado por voluntário, ou seja, 19 lâminas 

silanizadas contendo os cortes histológicos foram avaliadas simultaneamente. 

Inicialmente, as lâminas foram imersas em solução Phosphate Buffered Saline (PBS) 

para lavagem e remoção do meio de congelamento residual. Na sequência, as 

lâminas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com solução de bloqueio 

contendo Normal Goat Serum (Abcam, ab7481). Passado o período, removeu-se a 

solução de bloqueio para adição do anticorpo primário anti-Colágeno tipo I (Sigma-

Aldrich, C2456), diluído em solução de bloqueio na proporção 1:1000, a qual ficou em 

contato com os cortes histológicos durante o período noturno. 

No dia seguinte, os cortes histológicos foram submetidos a sequência de 3 

lavagens de 5 minutos com PBS e incubados por 1 hora com anticorpo secundário 

Goat anti-Mouse (Invitrogen, A11001) na concentração de 1:500 diluído em solução 

de bloqueio. Ao término desse período, as lâminas foram lavadas novamente com 

PBS (3 lavagens de 5 minutos) e então incubadas com marcador de DNA 4'-6-

Diamidino-2-Fenilindol (DAPI) (Invitrogen, D1306) por 3 minutos na proporção de 
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diluição 1:10000 em PBS. A finalização da marcação ocorreu com mais 3 lavagens de 

5 minutos com solução de PBS.  

 Após o término das etapas experimentais, as lâminas foram montadas em 

meio de montagem (Invitrogen, P36980) e analisadas em Microscópio de 

Fluorescência (Leica, DM 6000 B) acoplado a câmera de 2,8 MP (Leica, DFC7000 T), 

com auxílio do Software LAS (Leica Application Suite, v.4.12), fotografando 8 imagens 

de cada grupo para cada voluntário, totalizando 40 imagens por tratamento. O 

parâmetro avaliado foi a intensidade de fluorescência emitida pela marcação com 

anticorpo específico, em verde, e semiquantificação com o auxílio do software 

ImageJ®, o qual identifica a média de coloração da imagem. 

 

3.2.2. Fontana-Masson  

 

Os cortes histológicos provenientes do grupo de tratamento de ativos 

despigmentantes foram corados pela técnica de Fontana-Masson, utilizando kit 

específico (Fontana Masson Kit 4X, FM07223SO, Scientific Exodus). Após a 

montagem das lâminas com os cortes histológicos, as lâminas foram lavadas com 

PBS e hidratadas com imersão em água destilada por 10 minutos. Em seguida, as 

lâminas foram transferidas para recipiente contendo solução de prata amoniacal onde 

ficaram alocadas por 1 hora a 56 ºC. Após esse período, as lâminas foram lavadas 

utilizando água destilada e imersas em solução de cloreto de ouro por 15 segundos. 

Imediatamente depois, o procedimento de lavagem foi realizado novamente e as 

lâminas imersas em solução de tiossulfato de sódio por 3 minutos, seguida de 

lavagem. Finalmente, as lâminas foram mergulhadas em solução de Safranina e os 

cortes foram desidratados em soluções de etanol e xilol com diferentes gradações. 

Após o término de todas as etapas, as lâminas foram alocadas em temperatura 

ambiente para secagem e, assim, montadas com meio de montagem Entellan™ Novo 

(Sigma-Aldrich, 107961) e lamínula.  

As lâminas foram observadas e fotografadas em microscópio ótico (Leica, DM 

6000 B) acoplado a câmera de 2,8 MP (Leica, DFC7000 T), com auxílio do Software 

LAS (Leica Application Suite, v.4.12), sendo registradas 8 imagens de cada grupo para 

cada voluntário, totalizando 40 imagens por tratamento.  
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A semiquantificação da melanina foi realizada com auxílio dos Softwares GIMP 

e ImageJ®. Inicialmente, utilizando o software GIMP, a epiderme viável foi selecionada 

utilizando a ferramenta de seleção livre, seguida pela exclusão de toda área 

adjacente. Na sequência, utilizou-se a ferramenta de seleção por cor para seleção dos 

tons próximos a preto presentes na imagem, padronizando o limiar de seleção para 

todas as imagens. Com as tonalidades escuras selecionadas, as demais áreas foram 

excluídas e a imagem negativa resultante foi então revelada, utilizando a ferramenta 

inverter cores.  

Por fim, utilizando o software ImageJ®, os pixels foram contabilizados por meio 

da função Measure, sendo a área clara identificada como a presença de melanina dos 

cortes histológicos, conforme Figura 4. 

 

 

Figura 4. Representação do modelo de adequação das imagens de Fontana Masson para 
posterior semiquantificação. As figuras A e C representam as imagens originais, e as 

imagens B e D com as respectivas imagens preparadas para quantificação. 
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3.3. Análise estatística dos resultados  

 

Incialmente, os grupos foram avaliados frente a característica de distribuição 

amostral por meio do teste de normalidade Shapiro Wilk. Uma vez que parte dos 

grupos avaliados não demostrou normalidade de distribuição, o teste não paramétrico 

Kruskal-Wallis foi utilizado para identificar diferenças significativas entre os grupos, e 

teste de comparações múltiplas de Dunn utilizado como teste à posteriori. Tratando-

se de dados não paramétricos, os gráficos de representação dos resultados foram 

construídos no formato Boxplot, com a representação do primeiro, segundo e terceiro 

quartis, sendo o segundo a mediana, e pontos mínimos e máximos desconsiderando 

outliers.   
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Imunofluorescência de colágeno tipo I para avaliação dos produtos 

pertencentes ao grupo antienvelhecimento 

 

O ensaio de imunofluorescência conduzido com as amostras relativas ao grupo 

antienvelhecimento foi realizado em fragmentos de peles provenientes de 5 diferentes 

voluntários, com a avaliação dos grupos controle basal e placebo em paralelo. Em 

relação a tais grupos, a análise estatística comparativa não constatou diferença 

significativa entre os grupos sobre síntese de colágeno tipo 1, conforme observado na 

Figura 5. As imagens representativas do estudo de imunofluorescência de Colágeno 

tipo 1 estão dispostas no Anexo I. 

 

Figura 5. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas aos 

grupos controle (sem tratamento) e Placebo. ns p>0,05. Imagens representativas dos grupos 

Controle (B) e Placebo (C). 

 

4.1.1. Avaliação comparativa dos grupos 

 

A fim de avaliar comparativamente a eficácia dos ativos cosméticos estudados, 

a Figura 6 ilustra a distribuição e mediana das quantificações das imagens obtidas 

através da avaliação dos cortes histológicos provenientes dos fragmentos de pele dos 
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5 voluntários. Observa-se que todos os ativos avaliados foram capazes de modular 

significativamente a síntese de Colágeno tipo 1 no modelo apresentado. Os resultados 

de mediana obtidos com as aplicações de Ginkgo biloba 2%, Coenzima Q10 5% e 

Niacinamida 4%, apresentaram variação positiva de 33, 39 e 49% quando 

comparadas à mediana do grupo placebo, e suas distribuições e análises estatística 

apresentaram p=0,032, p = 0,0020 e p = 0,0002, respectivamente. A avaliação 

estatística dos resultados obtidos com os demais ativos demonstrou significância de 

p<0,0001 para todas as comparações em relação ao grupo placebo. É possível 

observar que ácido glicólico 5%, bakuchiol 0,5%, retinol 0,1%, ácido ascórbico 10%, 

CMZ 2% e ativo Pal-GQPR/Pal-GHK 3% apresentaram medianas com modulação 59, 

60, 74, 79, 89 e 121% superiores ao placebo, respectivamente, sobre o mesmo 

parâmetro.  

 

Figura 6. Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas de 

tratamentos mencionados. * entre p<0,05 e p>0,01; ** entre p<0,01 e p>0,001; *** entre 

p<0,001 e p>0,0001; **** p<0,0001 em relação ao placebo. # p<0,05 em relação ao CMZ 2% 

 

Quando avaliada a modulação comparativa entre os ativos clássicos e o ativo 

de origem vegetal CMZ 2%, observa-se diferença estatisticamente significativa 

(p=0,033) apenas em relação ao grupo Ginkgo Biloba 2%, conforme demonstrado pelo 

símbolo “#” na Figura 6. 

# 
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Com o objetivo de compreender os efeitos da associação dos ativos cosméticos 

com o CMZ, realizaram-se as avaliações comparativas individuais das amostras 

isoladas e associadas, em relação ao grupo placebo e ao grupo CMZ também isolado.  

 

4.1.2. Pal-GQPR/Pal-GHK  

 

O ativo Pal-GQPR/Pal-GHK foi avaliado aplicado em base placebo na 

concentração de 3% e em associação ao CMZ 2%. Neste modelo, a formulação foi 

capaz de modular positivamente a síntese de colágeno tipo 1 em fragmentos de pele 

ex vivo, porém de forma não significativa em relação ao placebo, com aumento de 

20% na mediana das quantificações. Este resultado é ilustrado na Figura 7, na qual 

também é possível observar o decréscimo de 37% frente ao CMZ isolado e de 46% 

frente ao ativo Pal-GQPR/Pal-GHK sobre o mesmo parâmetro e nas mesmas 

condições, sendo ambas diferenças estatisticamente significativas, com p=0,0055 e 

p<0,0001 respectivamente.  

 

Figura 7. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das imagens 

provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao grupo Ativo 

Pal-GQPR/Pal-GHK. ns p>0,05; ** entre p<0,01 e p>0,001; **** p<0,0001 em relação ao 

placebo. Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), Pal-GQPR/Pal-GHK 

(D) e Pal-GQPR/Pal-GHK + CMZ (E).  
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4.1.3. Retinol 

 

A formulação contendo a associação dos ativos Retinol 0,1% e CMZ 2% 

promoveram aumento significativo (p=0,0236) na semiquantificação das imagens dos 

fragmentos de pele tratados, com mediana 31% superior em relação ao placebo, 

conforme observado na Figura 8. Contudo, quando avaliada a associação frente à 

formulação contendo apenas o ativo CMZ 2%, não se observa significância estatística, 

apesar de um decréscimo de 31% sobre a mediana. Quando avaliada a associação 

frente ao ativo Retinol, observa-se redução estatisticamente significativa (p=0,0051), 

com mediana 25% inferior a este grupo.  

 

Figura 8. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das imagens 

provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao grupo 

Retinol. ns p>0,05; * entre p<0,05 e p>0,01; ** entre p<0,01 e p>0,001 em relação ao 

placebo. Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), retinol (D) e retinol + 

CMZ (E). 
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4.1.4. Ácido glicólico 

 

O Ácido Glicólico, avaliado na concentração de 5% associado ao CMZ 2%, 

demonstrou potencial atuação sobre a síntese de Colágeno tipo 1 em fragmentos de 

pele humana, conforme observado na Figura 9. A comparação ao grupo placebo 

resultou em modulação estatisticamente significativa (p=0,0016), com mediana 59% 

superior a este grupo. No entanto, não é possível identificar diferenças relevantes 

quando comparada a associação aos ativos isolados. Em relação ao CMZ 2%, 

observa-se 26% de queda da mediana e, quando comparara ao grupo tratado apenas 

com Ácido Glicólico, a variação negativa é de 12%.  

 

 

Figura 9. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das imagens 

provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao grupo Ácido 

Glicólico. ns p>0,05; ** entre p<0,01 e p>0,001 em relação ao placebo. Imagens 

representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), ácido glicólico (D) e ácido glicólico + CMZ 

(E). 

  

 

  



 
 

45 
 

4.1.5. Niacinamida 

 

Na Figura 10 observa-se também os resultados obtidos com o tratamento 

utilizando formulação com associação do ativo niacinamida 4% e CMZ 2%. Nos 

fragmentos de pele avaliados, observa-se que, em relação ao placebo, houve variação 

estatisticamente significativa (p<0,0001), com mediana 57% superior. No entanto, 

quando comparada a associação aos ativos isolados, não é possível observar 

diferenças relevantes, sendo que frente ao CMZ 2% a associação apresentou 

resultado 17% inferior e, frente à niacinamida 4% isolada, houve variação positiva de 

5%.  

 

 

Figura 10.A:  Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao 

grupo Ginkgo biloba. ns p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens 

representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), niacinamida D) e niacinamida + CMZ (E). 
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4.1.6. Coenzima Q10 

 

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos com a avaliação do ativo Coenzima 

Q10 aplicado a 5% em associação ao CMZ 2%. Quando comparada a mediana em 

relação ao grupo placebo, observa-se modulação 140% superior e significativa 

(p<0,0001). Frente ao ativo CMZ 2% isolado, não houve variação estatisticamente 

significativa, com mediana 27% superior. Porém, em relação ao ativo Coenzima Q10 

isolado, a associação foi capaz de promover modulação sobre a síntese de colágeno 

tipo 1 de forma significativamente superior (p=0,0006), com mediana 72% mais 

elevada.  

 

 

Figura 11. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao 

grupo Coenzima Q10. ns p>0,05; *** entre p<0,001 e p>0,0001; **** p<0,0001 em relação ao 

placebo.  Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), coenzima Q10 D) e 

coenzima Q10 + CMZ (E). 
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4.1.7. Bakuchiol  

 

Aplicado em base placebo na concentração de 0,5%, o Bakuchiol associado a 

CMZ 2% foi capaz de promover modulação positiva estatisticamente significativa da 

síntese de Colágeno do tipo 1 em relação ao placebo, com variação de 139% sobre a 

mediana de tal grupo. Conforme observa-se na Figura 12, quando comparada ao ativo 

CMZ isolado, os resultados obtidos não indicam variação significante entre os grupos, 

sendo a mediana da associação 26% superior à mediana do grupo CMZ 2%. Quando 

avaliada a associação frente ao ativo Bakuchiol 0,5%, observa-se variação 

significativa (p=0,0321), com aumento de 49% sobre o mesmo parâmetro.  

 

 

Figura 12. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao 

grupo Bakuchiol. ns p>0,05; * entre p<0,05 e p>0,01; **** p<0,0001 em relação ao placebo. 

Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), Bakuchiol D) e Bakuchiol + CMZ 

(E). 
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4.1.8. Ácido ascórbico 

 

A associação entre CMZ 2% e Ácido Ascórbico 10%, promoveu aumento 

estatisticamente significativo (p<0,0001) sobre a síntese de colágeno tipo 1 em 

fragmentos de pele ex vivo, com variação positiva de 158% sobre a mediana do grupo 

placebo avaliado em paralelo. Quando avaliada a associação comparando-a aos 

grupos isolados, observa-se diferença estatisticamente significativa sendo que, 

quando avaliada a mediana, a associação apresentou modulação 37% superior ao 

CMZ 2% (p=0,0004) e 45% superior ao Ácido Ascórbico 10% (p=0,0017). Tais 

resultados estão ilustrados na Figura 13. 

 

 

Figura 13. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao 

grupo Ácido Ascórbico. ** entre p<0,01 e p>0,001; *** entre p<0,001 e p>0,0001; **** 

p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ 

(C), ácido ascórbico D) e ácido ascórbico + CMZ (E). 
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4.1.9. Ginkgo biloba 

 

O extrato vegetal de Ginkgo biloba, aplicado a 2% em formulação placebo em 

associação ao CMZ 2%, conforme observado na Figura 14, foi capaz de promover 

modulação significativa sobre a síntese de colágeno tipo 1, sendo a mediana 165% 

superior ao grupo Placebo. Quando avaliada a associação frente aos ativos isolados, 

também é possível observar a superioridade dos ativos associados, sendo 40% 

superior ao CMZ 2% (p = 0,0013) e 100% superior ao Ginkgo biloba 2% (p<0,0001). 

 

 

Figura 14. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1, relativas ao 

grupo Ginkgo biloba. ** entre p<0,01 e p>0,001; **** p<0,0001 em relação ao placebo.  

Imagens representativas dos grupos Placebo (B), CMZ (C), Ginkgo biloba D) e Ginkgo 

biloba + CMZ (E). 

 

  



 
 

50 
 

4.2. Ensaio de Fontana Masson para avaliação dos produtos pertencentes ao 

grupo despigmentante 

 

Assim como executado para as amostras analisadas anteriormente, frente à 

capacidade de estimular a síntese de Colágeno, as amostras objetivadas à ação 

despigmentante também foram avaliadas em 5 voluntários distintos, em paralelo e sob 

as mesmas condições. Inicialmente, avaliou-se a influência da base placebo na 

execução do experimento, e os resultados obtidos estão dispostos na Figura 15. 

Observa-se que não houve identificação de diferença estatisticamente significativa 

entre os dois grupos avaliados. As imagens representativas do estudo de Fontana 

Masson estão dispostas no Anexo II. 

 

 

Figura 15. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas aos grupos controle (sem 

tratamento) e Placebo. ns p>0,05. Imagens representativas dos grupos Controle (B) e 

Placebo (C). 

 

4.2.1. Avaliação comparativa dos ativos despigmentantes 

 

Com o objetivo de avaliar comparativamente a eficácia na redução da presença 

de melanina nos fragmentos de pele tratados com os diversos ativos isolados, a Figura 

16 representa os resultados obtidos. Pode-se observar que todos os ativos avaliados 

apresentaram capacidade de modular negativamente e de forma estatisticamente 
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significava a quantificação de melanina. Os ativos ácido ascórbico 2-glicosídeo e ácido 

kójico modularam em 26 e 28%, respectivamente, com p=0,0352 e p=0003. Os 

demais ativos promoveram alterações com p<0,0001, sendo elas de 34, 35, 39, 40, 

43, 45 e 56% em comparação à mediana dos placebos, para os ativos MLA, 

niacinamida, ácido tranexâmico, N-acetil-glucosamida, ácido elágico, 4-butil-

resorcinol e glabridina, respectivamente, nas concentrações avaliadas.  

 

 

Figura 16. Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das imagens 

provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas aos tratamentos mencionados. * entre 

p<0,05 e p>0,01; *** entre p<0,001 e p>0,0001; **** p<0,0001 em relação ao placebo. 

 

 Realizou-se também a avaliação comparativa do ativo alvo MLA 0,5% em 

relação aos demais ativos avaliados, no entanto não foi possível identificar diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos mencionados.  

De forma complementar, objetivando compreender os efeitos da associação 

dos ativos cosméticos com o MLA, realizaram-se as avaliações comparativas 
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individuais das amostras isoladas e associadas, em relação ao grupo placebo e ao 

grupo MLA também isolado.  

 

4.2.2. Ácido ascórbico 2-glicosídeo 

 

O Ácido Ascórbico 2-Glicosídeo (AA2G), avaliado na concentração de 0,5% em 

associação ao ativo MLA 0,5%, demonstrou capacidade de reduzir significativamente 

(p<0,0001) a presença de melanina em fragmentos de pele humana em relação ao 

grupo placebo, com variação negativa de medianas de 58%. Quando comparado aos 

ativos isolados, observa-se significância em ambas as avaliações, com 36% de 

modulação negativa frente ao MLA (p=0,0115) e 44% frente ao ativo AA2G aplicado 

isoladamente em formulação (p<0,0001). Tais resultados estão ilustrados na Figura 

17. 

 

Figura 17. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo ácido ascórbico 2-

glicosídeo. * entre p<0,05 e p>0,01; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens 

representativas dos grupos Placebo (B), MLA 0,5% (C), ácido ascórbico 2-Glicosídeo (D) e 

ácido ascórbico 2-Glicosídeo + MLA (E).  
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4.2.3. N-acetil-glucosamida 

 

A Figura 18 ilustra os resultados de mensuração de melanina nos fragmentos 

de pele tratados com o ativo N-acetil-glucosamida 1% em associação ao ativo MLA 

0,5%, ambos aplicados em base placebo. Observa-se modulação negativa 

significativa de 65% (p<0,0001) exercida pela associação frente à mediana do grupo 

placebo. Em relação à comparação entre os ativos isolados, foi possível observar 

diferença significativa (p=0,0089) entre o MLA 0,5% e a associação, com diferença de 

46% entre as medianas. Porém, quando avaliada N-acetil-glucosamida isolada e 

associada, observa-se diferença não significativa de 38%.   

 

 

Figura 18. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo N-acetil-

glucosamida. Ns p>0,05; ** entre p<0,01 e p>0,001; **** p<0,0001 em relação ao placebo. 

Imagens representativas dos grupos Placebo (B), MLA 0,5% (C), N-acetil-glucosamida (D) e 

N-acetil-glucosamida + MLA (E). 
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4.2.4. Glabridina 

 

A glabridina foi adicionada à base placebo na concentração de 0,1% em 

associação ao ativo MLA 0,5%, conforme pode ser observado na Figura 19. Nessa 

condição, pode-se observar variação negativa estatisticamente significativa 

(p<0,0001) em relação ao placebo, com redução de 63% na mediana em relação ao 

placebo. Em relação ao ativo MLA aplicado isoladamente a 0,5% em base placebo, a 

associação apresentou modulação de negativa 44% sobre a mediana (p=0,0147), já 

em relação à glabridina isolada, observa-se modulação negativa de 16%, porém sem 

significância estatística.  

 

 

Figura 19. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo glabridina. Ns 

p>0,05; * entre p<0,05 e p>0,01; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens 

representativas dos grupos Placebo (B), MLA 0,5% (C), glabridina (D) e glabridina + MLA 

(E). 
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4.2.5. Ácido kójico 

 

O Ácido kójico foi avaliado mediante a eficácia em reduzir a presença de 

melanina em fragmentos de pele, quando aplicado em base placebo na concentração 

de 0,5% em associação ao MLA na mesma concentração. Quando comparado ao 

grupo placebo, observa-se modulação negativa significativa (p<0,0001) de 56% na 

presença de melanina nos fragmentos de pele tratados com o produto teste, conforme 

Figura 20. Em comparação aos ativos isolados, tanto em relação à mediana do grupo 

MLA quanto à mediana do grupo ácido kójico, houve redução não significativa de 36% 

no parâmetro avaliado.  

 

 

Figura 20. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo Ácido kójico. Ns 

p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos grupos Placebo 

(B), MLA 0,5% (C), ácido kójico (D) e ácido kójico + MLA (E). 
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4.2.6. 4-butil-resorcinol 

 

A análise da associação do ativo 4-butil resorcinol com MLA demonstrou que a 

formulação foi capaz de promover efeitos estatisticamente significativos nos 

fragmentos de pele tratados frente a redução de melanina, com modulação negativa 

de 37% em relação ao grupo Placebo. Avaliando a associação aos ativos aplicados 

de forma isolada na formulação, não se observa diferença estatisticamente 

significativa, sendo que houve decréscimo de 4% em relação à mediana do grupo 

MLA e aumento de 13% em relação ao mesmo parâmetro referente ao grupo 4-butil 

resorcinol, conforme Figura 21.  

 

 

Figura 21.A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo 4-butil resorcinol. 

Ns p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos grupos 

Placebo (B), MLA 0,5% (C), 4-butil resorcinol (D) e 4-butil resorcinol + MLA (E). 
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4.2.7. Ácido elágico 

 

A formulação contendo ácido elágico 0,5% e MLA 0,5% apresentou eficácia na 

redução da presença de grânulos de melanina em fragmentos de pele humana, com 

modulação significativa (p<0,0001) 30% inferior à mediana do grupo placebo, 

conforme observado na Figura 22. Não houve variação estatisticamente significava 

quando comparada aos grupos MLA e ácido elágico de forma isolada, com modulação 

positiva de 6 e 15% frente a quantidade de melanina nas imagens avaliadas, 

respectivamente.  

 

 

Figura 22.A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo ácido 

elágico. ns p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos 

grupos Placebo (B), MLA 0,5% (C), ácido elágico (D) e ácido elágico + MLA (E). 
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4.2.8. Niacinamida 

 

A niacinamida avaliada na concentração de 1% em conjunto com MLA 0,5% 

em base placebo, conforme Figura 23, demonstrou capacidade de modular 

significativamente a presença de melanina nos fragmentos de pele, reduzindo em 36% 

a mediana das quantificações em relação ao Placebo (p<0,0001). Em relação aos 

ativos isolados, não houve diferença relevante nas quantificações, com modulação 

negativa de 3% frente ao MLA e redução de 11% frente a niacinamida.  

 

 

Figura 23. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo Niacinamida. ns 

p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos grupos Placebo 

(B), MLA 0,5% (C), niacinamida (D) e niacinamida + MLA (E). 
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4.2.9. Ácido tranexâmico 

 

Ácido tranexâmico, quando aplicado a 1% em base placebo em conjunto com 

o ativo MLA 0,5%, demonstrou potencialidade de reduzir a presença de melanina em 

fragmentos de pele de maneira significativa (p<0,0001), reduzindo a mediana de 

quantificação de grânulos de melanina em 33% quando comparada à mediana do 

grupo Placebo. Em contrapartida, quando comparada aos ativos isolados, não foi 

possível observar modulação estatisticamente significativa, sendo a mediana da 

associação 3% superior ao MLA e 13% superior à formulação contendo apenas ácido 

tranexâmico, conforme observado na  Figura 24 

 

 

Figura 24. A: Semiquantificação da coloração média (unidades arbitrárias – UA) das 

imagens provenientes do ensaio de Fontana Masson, relativas ao grupo ácido tranexâmico. 

ns p>0,05; **** p<0,0001 em relação ao placebo. Imagens representativas dos grupos 

Placebo (B), MLA 0,5% (C), ácido tranexâmico (D) e ácido tranexâmico + MLA (E). 
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5. DISCUSSÃO 

 

A indústria cosmética é um mercado extremamente valioso, amplo e diverso, 

apresentando números extraordinários ano após ano. Em 2023, a venda de produtos 

de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos no Brasil totalizaram R$ 156,5 bilhões, 

números que colocam o país como o terceiro maior mercado global do seguimento, 

ultrapassando o Japão e ficando atrás apenas de Estados Unidos e China (Mendonça, 

2024). Aproximadamente 42% do mercado global de cosmético é composto por 

cuidados com a pele, sendo esse o maior segmento atualmente, e até 2026, estima-

se que a indústria global de cosméticos antienvelhecimento alcance US$ 60,26 

bilhões (Kolmar, 2023; Petruzzi, 2023). Dentro de um mercado com tais 

características, a variedade e disponibilidade de produtos voltados para combater os 

sinais do envelhecimento também apresentam grandes proporções.  

Quando destinados ao uso tópico, os ativos cosméticos usualmente 

apresentam-se em formulações carreadoras de suas propriedades. No presente 

estudo, a escolha da formulação levou em consideração a característica de alta 

tolerância cutânea, uma vez que a metodologia ex vivo tem como premissa manter a 

pele viável fora de seu sistema. Dessa forma, buscou-se a menor perturbação, a fim 

de garantir a integridade do material biológico durante o período experimental (Fiume 

e cols., 2012; Zhang e Lunter, 2018; Liu e Lunter, 2020). Além disso, dados os 

atributos do projeto com a utilização de ativos com características diferentes, 

associados ou não, fez-se necessário a escolha de uma base placebo de ampla 

atuação, característica da base autoemulsionante não iônica utilizada no presente 

trabalho (Chemyunion, 2023). A avaliação de impacto da formulação placebo nos 

estudos de eficácia frente a capacidade moduladora da síntese de colágeno tipo 1 

demonstrou que não houve variação estatisticamente significativa quando comparado 

ao grupo controle sem tratamento, comprovando a mínima interferência da formulação 

nas análises executadas. 

Quando observado os resultados relativos aos tratamentos com diferentes 

ativos cosméticos do grupo antienvelhecimento, nota-se a variabilidade dos dados. O 

presente estudo foi realizado utilizando fragmentos de pele provenientes de 5 

voluntários distintos, sendo possível identificar a oscilação responsiva entre eles, 

característica comum e que vem despertando o interesse da comunidade cientifica e 
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do mercado cosmético, inclusive com a possibilidade de personalização dos cuidados 

com a pele e utilização de inteligência artificial para o mesmo propósito (Li e cols., 

2020; Seo e Kwon, 2022). Sabe-se que fatores fisiológicos e externos resultam em 

diversidade na estrutura e fisiologia da pele, e podem ser responsáveis por diferentes 

reatividades do tecido a fatores químicos, podendo afetar, por exemplo, a taxa e a 

eficácia da penetração, absorção e sensibilização a um ativo cosmético (Berardesca 

e Maibach, 1996; Wesley e Maibach, 2003; Markiewicz e Idowu, 2018). 

A fim de minimizar o impacto da variação individual, grupos experimentais 

placebo e tratamentos foram incluídos para todos os voluntários de forma paralela, 

sendo possível observar a variação positiva na síntese de colágeno para todos os 

ativos avaliados em relação ao placebo. Conforme observado, os ativos Ginkgo 

biloba, Coenzima Q10, Niacinamida, Ácido Glicólico, Retinol, Bakuchiol, Ácido 

Ascórbico, CMZ e Pal-GQPR/Pal-GHK, nas concentrações e condições avaliadas, 

apresentaram modulações significativas sobre a síntese de colágeno, quando 

comprados ao grupo placebo. 

Na sequência, os ingredientes de referência foram avaliados em associação ao 

ativo antienvelhecimento alvo de estudo. É descrito que o ativo cosmético CMZ possui 

capacidade de modular negativamente miRNAs que atuam como silenciadores da 

tradução de proteínas cutâneas da matriz dérmica, sendo eles EGFR, colágeno tipo I, 

colágeno tipo IV, decorina e fibronectina (Chemyunion, 2023). Além de tal mecanismo, 

CMZ possui em sua composição extrato de Malus domestica e extrato de Zingiber 

officinale, rico em gingeróis e 6-desidrogingeriona, compostos que sabidamente 

atuam sobre a regulação das vias de colágeno, proliferação celular e fatores de 

crescimento, como o TGF-β, sendo o último um importante estimulador da expressão 

gênica e síntese proteica de colágenos tipos 1 e 3 (Chen e cols., 2013; Varga e cols., 

1987). Chen e colaboradores, em 2013, também demonstraram que o composto 6-

Dehydrogingerdione é capaz de estimular a secreção do inibidor tecidual da 

metaloproteinase-1 (TIMP-1) e consequentemente reduzir a expressão proteica de 

MMP-1.  

Um composto amplamente utilizado na indústria cosmética, e encontrado no 

extrato de Malus domestica é a floretina, um flavonoide com características 

antioxidantes e anti-inflamatórias que, quando avaliado em modelo in vitro com 

fibroblastos dermais humanos, apresenta significativa capacidade de inibição da 



 
 

62 
 

produção de MMP-1 e elastase (Leu e cols., 2006; Habtemariam, 2023). Estudos ex 

vivo realizados em fragmentos de pele humana provenientes de cirurgias plásticas 

eletivas demostram que CMZ possui capacidade de modular positivamente a síntese 

de colágeno tipo 1, assim como evidenciando no presente trabalho (Chemyunion, 

2023). O ativo alvo em questão foi comparado aos ativos clássicos e observou-se 

efeito estatisticamente superior do CMZ 2% em relação ao grupo Ginkgo Biloba 2%. 

Visto a variabilidade dos resultados obtidos e a limitação do grupo amostral, não foi 

possível identificar modulação estatisticamente significativa entre os demais grupos, 

no entanto não se exclui tal possibilidade de diferenciação caso tais formulações 

fossem avaliadas em estudo clínico com maior grupo de voluntários.  

O ativo CMZ foi formulado em associação ao ativo Pal-GQPR/Pal-GHK. A 

mistura de peptídeos Pal-GQPR/Pal-GHK aplicada a 3% em base placebo obteve as 

maiores modulações positivas sobre síntese de colágeno tipo 1 no modelo de análise 

realizada. O ativo em questão é resultado da combinação de dois miméticos de 

matriquinas, Pal-GQPR e peptídeo GHK. O Pal-GQPR (palmitoyl tetrapeptide 7) 

apresenta capacidade de modulação sobre a síntese de colágeno tipo 1 e contribui 

para a redução da liberação de IL-6 em cultura de queratinócitos e fibroblastos 

humano (Lintner, 2010). O peptídeo GHK está diretamente relacionado ao processo 

de cicatrização e remodelação dérmica, uma vez que atua sobre a síntese e quebra 

de proteínas como colágeno e glicosaminoglicanos, além de modular a atividade de 

metaloproteinases e seus inibidores TIMP-1 e TIMP-2 (Pickart; Vasquez-Soltero; 

Margolina, 2015). O GHK é uma substância naturalmente presente no organismo, e a 

alteração dos seus níveis no plasma ganha especial atenção, uma vez que o nível de 

GHK é de cerca de 200 ng/mL aos 20 anos, mas diminui para 80 ng/mL aos 60 anos 

(Pickart; Vasquez-Soltero; Margolina, 2015). Apesar de extensas pesquisas sobre 

peptídeos derivados de colágeno e matriquinas, o exato mecanismo de atuação de 

tais compostos não é completamente elucidado, porém seus efeitos na matriz 

extracelular são notáveis (Jariwala et al., 2022). A associação do peptídeo Pal-GQPR 

ao Pal-GHK apresenta-se como uma combinação sinérgica, com capacidade de 

modular significativamente a síntese de colágeno tipo 1, fibronectina e ácido 

hialurônico em cultura de fibroblastos humanos (Lintner, 2005). Devido ao pequeno 

tamanho molecular, as matricinas oferecem a possibilidade exercer boa permeação 

na pele, favorecendo sua atuação como mensageiro da reestruturação e reparação 
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cutânea (Aldag; Teixeira; Leventhal, 2016; Ledwoń e cols., 2021; Mortazavi e 

Moghimi, 2022). Um estudo similar, porém, comparando a performance do peptídeo 

GHK-Cu com tretinoína tópica, ácido ascórbico e melatonina demonstrou que o 

peptídeo foi capaz de modular positivamente a síntese de pró-colágeno em 7 dos 10 

voluntários avaliados, enquanto os demais ativos promoveram alteração em apenas 

4 ou 5 voluntários, corroborando com a superior eficácia do peptídeo em relação aos 

demais ativos, encontrada no presente trabalho (Abdulghani, 1998).  

No entanto, quando o ativo Pal-GQPR/Pal-GHK compôs formulação em 

associação ao ativo CMZ, a eficácia sobre a síntese de colágeno tipo 1 foi 

severamente comprometida, sendo que a modulação em relação ao placebo não 

apresentou diferença estatisticamente significativa e a variação frente aos ativos 

isolados resultou em diminuição significativa de performance. Um estudo similar, 

porém, utilizando o ativo Pal-GQPR/Pal-GHK em associação ao extrato de semente 

de Lupinus albus, demostrou o sinergismo de tal composição na remodelação da pele 

fotoenvelhecida (Bradley, 2014). Conforme descrito anteriormente, o mecanismo de 

ação das matriquinas ainda não foi completamente elucidado, porém com o efeito 

sinérgico da associação descrita acima, pode-se propor que o efeito mais proeminente 

das matriquinas não esteja associado à diminuição da degradação de colágeno, visto 

que essa é uma das características destaques do estrato de Lupinus albus, gerando 

assim uma combinação sinérgica dos mecanismos do composto (Gaultier e cols., 

2003; Gaultier e cols., 2005; Mota e cols., 2021). 

Dessa maneira, observa-se que a associação de diferentes compostos pode 

resultar em sinergismo ou antagonismo dentro de uma formulação. No presente 

trabalho observa-se um antagonismo, provavelmente em decorrência da composição 

química diferencial dos ativos cosméticos. O extrato de semente de Lupinus albus 

possui em sua composição fibras e proteínas, enquanto o CMZ é rico em flavonoides, 

em especial a floretina (Erbaş; Certel; Uslu, 2005). Dada as respectivas estruturas 

químicas, não é descartada a possibilidade de interação química entre as moléculas 

de floretina e os peptídeos Pal-GHK e Pal-GQPR, alterando a estrutura tridimensional 

e a estabilidade da interação peptídica, e consequentemente sua eficácia. Outra 

possibilidade é a interação termodinâmica de tais substâncias, pela adição nucleofílica 

do grupo amino da cadeia lateral da lisina, levando a formação de hidroxilaminas ou, 

em caso de desidratação, a formação de iminas. Por outro lado, o grupo guanidina 
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presente na molécula Pal-GQPR pode atuar como base levando a desprotonação dos 

grupamentos fenólicos levando a formação da sua correspondente quinona. Todas as 

interações químicas mencionadas carecem de testes adicionais para comprovação, 

porém são indícios que justificam a queda de eficácia da formulação avaliada no 

presente trabalho. 

De forma oposta ao Pal-GQPR/Pal-GHK, os demais ativos avaliados foram 

capazes de promover modulação positiva significativa sobre a síntese de colágeno 

tipo 1 em formulação contendo também o ativo CMZ, em relação ao grupo placebo. 

Ao comparar as associações frente aos ativos isolados, porém, observa-se diferentes 

comportamentos entre os ativos.  

Sabe-se que o retinol, quando aplicado topicamente, é transformado em retinal, 

para então estar disponível em sua forma ativa como ácido retinóico, tanto para a 

derme como para epiderme, onde serão responsáveis pela ligação em receptores 

específicos como RAR, RXRɑ e RARβ (Bailly e cols., 1998; Motamedi e cols., 2021). 

Quando na epiderme, após a interação com o receptor dos queratinócitos, pode 

influenciar a secreção de fatores de transcrição e crescimento, além de fortalecer a 

função protetora da epiderme resultando na redução da perda excessiva de água 

transepidérmica (Zasada; Budzisz, 2019). Já na derme, retinol pode estimular a 

síntese de colágeno e elastina pelos fibroblastos, estimulando sua atividade e 

proliferação, além de reduzir metaloproteinases (Jurzak e cols., 2008; Rossetti e cols., 

2011). No presente trabalho, a associação contendo retinol não apresentou variação 

frente ao ativo CMZ isolado, no entanto observou-se queda significativa na eficácia 

quando comparada ao retinol isolado. Sabe-se que Zingiber officinale contém em sua 

composição uma substância denominada fitol a qual, a partir de um processo de 

reação enzimática, é transformada em ácido fitânico, um componente agonista ao 

receptor retinóide X (RXR) (Brink e cols., 2005; Philippe e cols., 2012; Kamal e cols., 

2023). Desta forma, uma vez que um dos componentes presentes no ativo CMZ é o 

extrato de Zingiber officinale, ao associá-lo ao ativo retinol, uma possível reação de 

competição pelo receptor RXR pode ocorrer. Uma reação de competição pelo RXR já 

foi evidenciada em modelo químico de análise, onde foi avaliado o ácido fitânico e 

ácido 9-cis retinóico, corroborando com a teoria apresentada (Lemotte; Keidel; Apfel, 

1996). 
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Os ativos ácido glicólico e niacinamida apresentaram comportamentos 

similares quando em associação, sem promoção de alterações significativas frente ao 

respectivo ativo isolado ou ao ativo CMZ, conforme Figura 9 e Figura 10. O ácido 

glicólico é um alfa-hidroxi-ácido (AHA) que atua não somente de forma direta sobre 

os fibroblastos, estimulando a síntese de colágeno e a proliferação celular, mas 

também exerce função indireta no processo de renovação estrutural da derme (Kim; 

Won, 1998; Okano e cols., 2003). O ácido glicólico possui capacidade de estimular a 

síntese da citocina IL-1α em queratinócitos, e tal modulação induz a produção de 

colagenase e do inibidor de colagenase TIMP (inibidor tecidual da metaloproteinase), 

além de aumentar a liberação de IL-6 pelos fibroblastos, dessa forma entende-se que 

o ácido glicólico pode atuar na renovação do colágeno na derme por meio da 

regulação complexa da síntese de colágeno e das vias de degradação de forma 

orquestrada, além de atuar na proliferação celular (Rakic; Lapière; Nusgens, 2000; 

Okano e cols., 2003). Um estudo de 2021 avaliou a associação de fitol e ácido glicólico 

em formulação cosmética, e observou bons resultados, assim como encontrado no 

presente trabalho, porém os melhores resultados foram observados em tratamento 

rotacional da formulação completa intercalando com aplicação de retinol, 

demonstrando que ainda haveria margem para atingir melhores resultados (Dinatale 

e cols., 2021). Já a niacinamida, possui capacidade de aumentar a expressão de 

colágeno (tipo I, III e V), elastina e fibrilina (tipo 1 e 2) e reduz a atividade de MMP 

(tipo 1, 3 e 9) e de elastase quando avaliada em fibroblastos dérmicos (Philips; 

Chalensouk-Khaosaat; Gonzalez, 2018; Boo, 2021). Adicionalmente, atua no estresse 

oxidativo e senescência, uma vez que possui capacidade de restaurar expressões de 

genes e funções mitocondriais de células idosas a níveis de células jovens (Oblong e 

cols., 2020). Porém, de acordo com as Figura 9 e Figura 10, estes mecanismos citados 

não apresentaram sinergismo ou antagonismo juntamente ao ativo CMZ.  

De forma oposta, observa-se que os ativos com atividades antioxidantes, 

quando associados ao ativo CMZ, foram capazes de promover modulações positivas 

estatisticamente significativas frente ao ativo isolado. 

Sabe-se que em condições de estresse oxidativo, fibroblastos dermais 

humanos tendem a aumentar a expressão genica de MMP-1 e 8, e reduzir a expressão 

genica de colágeno tipo 1 e 4, porém, após tratamento com coenzima Q10, evidencia-

se significativa redução das metaloproteinases e aumento de mRNA das proteínas de 
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colágeno mencionadas, evidenciando que tal componente possui capacidade de atuar 

no processo antienvelhecimento cutâneo (Mine; Takahashi; Okamoto, 2021). De 

forma complementar e corroborando com os resultados encontrados no presente 

trabalho, quando avaliado em contato com fibroblastos dermais humanos in vitro não 

induzidos ao estresse, observa-se que o ativo também exerce potencial aumento da 

expressão genica de colágeno tipos 1, 4 e 7, além do aumento da expressão genica 

de proteína de choque térmico (HSP74), uma chaperona específica do colágeno 

essencial para a formação da tripla hélice no retículo endoplasmático (Mine; 

Takahashi; Okamoto, 2022). 

Outro importante ativo com propriedades antioxidante é bakuchiol. Este 

ingrediente costumava ser apresentado como retinoid-like, porém, estudos mais 

recentes demonstram notáveis diferenças entre essas substâncias (Bluemke e cols., 

2022). Atentando-se aos mecanismos de ação do bakuchiol frente a capacidade de 

atuação como produto cosmético antienvelhecimento, descobriu-se que ele possui 

capacidade de modular negativamente a síntese de prostaglandina E2 (PGE2), fato 

importante já que a PGE2 diminui a expressão de colágeno tipo 1 e aumenta a 

expressão de metaloproteinase 1 em fibroblastos humanos (Shim, 2019). Em relação 

à capacidade anti-inflamatória, sabe-se que o bakuchiol atua reduzindo o fator de 

inibição da migração de macrófagos (MIF), e é capaz de suprimir a produção de TNF-

α e IL-6 em modelo de indução com lipopolissacarídeo (LPS) (Lim; Kim; Kim; Jeong, 

2019) (Bluemke e cols., 2022). Sobre a atuação sobre os fibroblastos dérmicos, tem-

se evidencias que este ativo é capaz de estimular a síntese de colágeno tipos 1 e 7 e 

fibronectina (Bluemke e cols., 2022). O composto em questão já foi estudo em 

associação a outros antioxidantes, e demonstrou que, em formulação associada com 

melatonina e tetraisopalmitato de ascorbila (derivado de ácido ascórbico), o efeito 

sobre a síntese de colágeno foi significativamente superior do que a avaliação do 

bakuchol e tetraisopalmitato de ascorbila isolados, em modelo de análise ex vivo, 

corroborando com o resultado encontrado no presente trabalho, onde a associação 

de bakuchiol ao composto CMZ resultou em um efeito superior da formulação conjunta 

em relação a formulação isolada de bakuchiol (NARDA e cols., 2020). 

O ácido ascórbico é um dos mais tradicionais ativos cosméticos 

antienvelhecimento com propriedades antioxidantes. Um dos processos no qual o 

ácido ascórbico está envolvido é a maturação e estabilização da molécula de 
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colágeno, em que se faz necessária a atuação de enzimas como procolagenprolina 

dioxigenase e procolágeno-lisina dioxigenase. Nelas, o ácido ascórbico atua como um 

cofator que auxilia a atividade catalítica reduzindo os íons metálicos no sítio ativo e 

favorecendo sua atividade (Boo, 2022). Estudos também buscaram elucidar o 

mecanismo de atuação do ácido ascórbico frente a sua capacidade de estimular a 

expressão gênica de colágeno, onde observa-se sua atuação no estímulo da 

transcrição dos genes do colágeno tipo I e III (Geesin e cols., 1988; Chojkier e cols., 

1989; Tajima e Pinnell, 1996). Sabe-se que o nível de ácido ascórbico nas células está 

intimamente associado à integridade quantitativa e estrutural do colágeno dérmico, e 

sua deficiência pode causar o envelhecimento da pele (Pullar; Carr; Vissers, 2017). A 

responsividade à modulação positiva da síntese de colágeno proveniente da aplicação 

tópica de tal substância é mais evidente em usuários com níveis baixos de colágeno 

e ácido ascórbico endógenos (Boo, 2022).  

O extrato de Ginkgo biloba é rico em flavonoides e lactonas, e possui atividade 

proliferativa quando em contato com fibroblastos humanos dérmicos, assim como 

estimulam a síntese de colágeno e fibronectina nessas células (Kim e cols., 1997; Liu 

e cols., 2020). Também em justificativa a sua composição química, tal componente 

possui potente ação antioxidante, inibindo a produção de espécies reativas de 

oxigênio em cultura celular, além de reduzir a síntese de MMP-1 (Wang e cols., 2020). 

Ainda sobre a capacidade moduladora do estresse oxidativo, a Ginkgo biloba 

apresenta-se como um ativador do fator NRF2, o qual inicia a sinalização da produção 

de enzimas antioxidantes e de detoxificação, como superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e heme oxigenasse 1 (HO-1), cascata fundamental da defesa 

antioxidante da pele (Li e cols., 2022) 

Nossos resultados demonstraram que a coenzima Q10, o bakuchiol, o ácido 

ascórbico e Ginkgo biloba promoveram, quando em formulação associada, aumentos 

na síntese de colágeno estatisticamente superiores à formulação com um único ativo. 

Ácido ascórbico e Ginkgo biloba, quando associados ao CMZ, ainda apresentaram 

resultados significativamente superiores ao CMZ isolado.  

Estudos utilizando combinação de antioxidantes em formulações, em especial 

ácido ascórbico e vitamina E, demonstraram que, em condições apropriadas, as 

associações de antioxidantes podem melhorar significativamente a eficácia de um 

cosmético (Darr e cols., 1996; Lin e cols., 2003; Burke, 2007). Em uma pesquisa, 
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Chan, 1993, demonstrou que uma interação significativa ocorre entre moléculas 

solúveis em água e lipídios na interface membrana-citosol, e que a vitamina C pode 

funcionar in vivo para reparar a vitamina E oxidada ligada à membrana, sendo uma 

das justificativas para o sinergismo entre elas. Outro estudo realizado por Oresajo e 

cols., 2008, avaliou uma mistura de ativos antioxidantes (vitamina C, ácido ferúlico e 

floretina) na pele humana contra os efeitos nocivos da irradiação UV e demostrou que 

a floretina, além de ser um potente antioxidante, pode estabilizar e aumentar a 

disponibilidade cutânea de vitamina C e ácido ferúlico aplicados topicamente, 

demonstrando o sinergismo da formulação.  

De forma análoga ao grupo de ativos com ação antienvelhecimento, os ativos 

avaliados frente à capacidade de modulação da presença de melanina também foram 

analisados em fragmentos de pele provenientes de 5 voluntários distintos, mantendo-

se o grupo controle e placebo do mesmo voluntário em paralelo.  

Em relação à base placebo, algumas substâncias são amplamente utilizadas 

para tal finalidade, como o álcool cetearílico, uma cera emoliente classificada como 

álcool graxo, que apresenta em sua composição a mistura de álcool cetílico (C16H34O) 

e álcool estearílico (C18H38O) (Iwata, 2017). Essa variação de comprimento de cadeia 

presente na composição está diretamente relacionada a estabilidade das formulações, 

sendo tal característica comprovada por simulações computacionais (Hoang e cols., 

2021). Em associação ao polisorbato 60, possibilita estabelecer formulações estáveis, 

e capazes de suportar a adição de grande variedade de ingredientes ativos com 

características polares ou apolares, podendo resultar em uma cera autoemulsionante 

de característica não iônica, com capacidade de suportar ampla faixa de pH, e alto 

níveis de eletrólitos (Iwata, 2017; Hoang e cols., 2021). Emulsionantes não iônicos 

são considerados relativamente seguros e mais bem tolerados em comparação com 

os emulsificantes catiônicos e aniônicos, mas também podem apresentar interação 

com membranas biológicas. Diante deste cenário, Zhang e Lunter, 2018, utilizaram a 

metodologia de microespectroscopia confocal Raman e observaram que tratamentos 

com polisorbato 60, álcool cetearílico, assim como sua mistura, não promoveram a 

perturbação do extrato córneo nem a extração de lipídeos cutâneos em qualquer 

tratamento, o que ocorreu nos tratamentos realizados com lauril sulfato de sódio 

(Zhang; Lunter, 2018; Liu; Lunter, 2020). Tal característica apresenta especial 

importância para avaliação da presença de melanina em fragmentos de pele humana 
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após tratamento ex vivo, uma vez que a descamação da pele e perturbação do extrato 

córneo pode influenciar nas análises e quantificações. No presente trabalho, a 

formulação escolhida contendo álcool cetearílico e polisorbato 60 não apresentou 

interferência no modelo adotado.  

Os resultados obtidos demonstram que, assim como preconizado em literatura, 

todos os ativos estudados apresentaram capacidade estatisticamente significativa de 

reduzir a presença de melanina nos fragmentos de pele avaliados, em comparação 

ao grupo placebo, avaliado em paralelo e sob as mesmas condições. Quando 

comparado o ativo alvo MLA em relação à eficácia promovida pelos ativos clássicos 

avaliados, não foi possível observar diferença estatisticamente significativa.   

Sabe-se que o ativo MLA, alvo de análise do presente estudo, atua inicialmente 

reduzindo a expressão de TRP-1, resultando na diminuição da síntese de melanina. 

Além disso, a modulação negativa da produção de adrenomodulina e endotelina tipo 

I, contribuem para a redução da dendricidade dos melanócitos e do processo de 

formação de melanossomas. Em um estudo ex vivo utilizando a técnica de coloração 

por Fontana Masson, em fragmentos de pele humana ex vivo, foi demonstrado que a 

capacidade do extrato de galanga na redução da síntese de melanina pode ser 

próxima a ativos como o ácido kójico e o arbutina. Ademais, quando avaliado 

clinicamente, o composto aplicado a 0,5% foi capaz de demonstrar significativa 

eficácia como agente despigmentante (Chemyunion Ltda., 2020). 

Os ativos clássicos selecionados foram também formulados em associação ao 

ativo MLA, e foi possível verificar que os mesmos apresentaram redução nos níveis 

de melanina de forma estatisticamente significativa (p>0,001) em relação ao grupo 

placebo. No entanto, quando comparada a associação aos respectivos ativos 

isolados, nota-se que apenas o ativo AA2G associado ao MLA foi capaz de promover 

melhora significativa na eficácia cosmética em relação à ambos os ativos. 

Não há registros em literatura sobre estudos relativos à síntese de melanina 

comparando ou utilizando em conjunto o ácido ascórbico e o flavonoide galangina, no 

qual o ativo MLA está padronizado. Infere-se, porém, que os resultados obtidos estão 

intimamente relacionados ao mecanismo de atuação de ambos os compostos. O ácido 

ascórbico, assim como seus derivados, pode interagir com íons de cobre no sítio ativo 

da tirosinase e inibir sua função enzimática, assim como inibir a conversão da L-DOPA 

em dopaquinona, além de atuar como um antioxidante (Takenouchi; Aso, 1964; Taira 
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e cols., 2018; Chen e cols., 2021). O flavonoide galangina, quando avaliada pelo 

método de eliminação de radicais de DPPH, também apresenta elevada capacidade 

antioxidante (Abbas e cols., 2023). A associação de compostos flavonoides com ácido 

ascórbico pode resultar em sinergismo da ação antioxidante, por meio de mecanismo 

de regeneração das transferências de elétrons, protegendo os flavonoides da 

degradação oxidativa (Souza; Giovani, 2004). Um exemplo desse comportamento 

sinérgico foi observado na associação de rutina e ácido ascórbico. A análise do 

espectro de absorbância dos ativos combinados não demonstrou alterações em 

relação aos ativos isolados, inferindo que não há alteração estrutural molecular 

causada pela mistura. Contudo, quando ambo foram combinados, a atividade 

antioxidante foi duas vezes maior que a observada para o ácido ascórbico ou a rutina 

isoladamente, e o efeito superior da associação também foi evidenciado em modelos 

celular queratinócitos e fibroblastos humanos cultivados (Gęgotek e cols., 2019).   

Os ativos cosméticos N-acetil-glucosamina e glabridina associados ao ativo 

MLA não apresentaram diferença significativa quando avaliados frente ao próprio ativo 

isolado, no entanto quando comparados ao ativo MLA isolado, observa-se incremento 

significativo na eficácia da formulação. A N-acetil-glucosamina, embora não seja um 

inibidor da tirosinase, atua inibindo sua glicosilação, necessária para conversão da 

pró-tirosinase humana inativa em tirosinase ativa, e consequentemente interrompe a 

atividade no processo de produção de melanina (Imokawa; Mishima, 1985; Hwang e 

cols., 2011). Além desse mecanismo, observa-se em modelo in vitro que a N-acetil 

glucosamina também resulta em modulações de genes envolvidos no processo da 

melanogênese, como genes de renovação epidérmica (TGM5 - transglutaminase 5) e 

genes relacionados à atividade antioxidante (genes codificadores catalase e glutationa 

peroxidase 1, por exemplo), e a regulação negativa de genes do citoesqueleto 

envolvidos no transporte de melanossomas (DIAPH2, PP1, TTL, TUBB), contudo, 

segundo os autores, estudos complementares com modelos mais complexos devem 

ser avaliados para a confirmação de tais mecanismos (Bissett e cols., 2007).  

Já a glabridina exerce função de inibição na atividade da enzima tirosinase, e 

supõem-se que tal efeito derive da presença de grupos hidroxilas na estrutura química 

do componente (Yokota e cols., 1998). Tal suposição foi investigada por simulações 

computacionais, as quais demonstraram que a glabridina se liga a tirosinase em um 

sitio ativo diferente da ligação exercida por L-DOPA, evidenciando que o mecanismo 
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de inibição não é por competição, e reafirmando que tal efeito deve-se às ligações de 

hidrogênio criadas pelas hidroxilas presente na posição 2 e 4 da molécula de 

glabridina, as quais podem criar um bloqueio estereoespecífico ou influenciar a 

conformação flexível do domínio central (Chen; Yu; Huang, 2016). Pan e cols., 2023, 

sugerem ainda que a glabridina pode influenciar em outras moléculas e etapas da 

cascata, como uma possível ligação com o fator de transcrição associado à 

microftalmia (MITF), e supressão de duas vias de sinalização da melanogenese. 

Dentro da cascata da melanogenese, observa-se que N-acetil-glucosamina e 

glabridina atuam em momentos anteriores aos descritos como mecanismo de atuação 

do ativo MLA, dessa forma sugere-se a complementariedade de efeitos. Além disso, 

a galangina, um componente do ativo MLA, demonstrou capacidade de regular 

negativamente o MITF, embora de forma moderada (Matsuda e col., 2009). Esse 

mesmo efeito é sugerido para a glabridina, indicando a possibilidade de uma ação 

complementar entre os dois compostos.   

Resultados similares eram esperados para os ativos ácido kójico, 4 butil 

resorcinol e ácido elágico, uma vez que atuam sobre as etapas iniciais do processo 

de síntese de melanina, de forma especial sobre a enzima tirosinase (He e cols., 2021, 

Kim e cols., 2005, Shimogaki e cols., 2000).  

A enzima tirosinase possui duas atividades catalíticas distintas no mesmo sítio 

ativo, inicialmente convertendo L-Tirosina em L-DOPA, e em seguida na oxidação de 

L-DOPA para dopaquinona, porém nem todas as substâncias atuantes na inibição da 

tirosinase possuem atuação nos dois momentos, sendo essa uma potencialidade do 

ácido kójico (Miranda, 2015; Wang e cols., 2022). Esses dois processos, denominados 

de atividade monofenolase e atividade difenolase respectivamente, são inibidos por 

mecanismos diferentes pelo ácido kójico, sendo a primeira uma reação de competição 

e a segunda um misto de inibição competitiva e não competitiva, com a substância 

interagindo com a enzima livre e com o complexo enzima-substrato (He e cols., 2021; 

Wang e cols., 2022). Em adição, o ácido kójico apresenta-se como um potente 

modulador de NF-kb quando avaliado em modelo in vitro, sugerindo potencialidade 

anti-inflamatória e possibilitando ampliação de sua utilização no mercado cosmético 

(Moon e cols., 2001). 

O ativo 4- butil-resorcinol também atua sobre a tirosinase e, quando comparado 

a substâncias classicamente reconhecidas por essa ação, como ácido kójico,  arbutina 
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e hidroquinona, se sobressai em relação à sua potência (Kolbe e cols., 2012). Porém, 

diferente do evidenciado com outros ativos cosméticos, o 4-butil-resorcinol não 

apresenta modulação em outros pontos da cascata melanogênica, evidenciado que 

sua eficácia resulta da inibição direta da tirosinase, atuando como substrato desta 

enzima (Kim e cols., 2005; Garcia-Jimenez e cols., 2016).   

Em relação ao ácido elágico, sabe-se que, dada sua estrutura, atua inibindo a 

atividade da tirosinase devido à sua capacidade quelante de íons cobre presentes no 

centro ativo da tirosinase, resultantes em alterações estruturais que tornam a enzima 

inativa (Shimogaki e cols., 2000; Tanaka, 2001). Porém, mais recentemente propôs-

se que o ácido elágico ativa vias de sinalização autofágica e, também como potente 

agente antioxidante, podendo inibir o processo de melanogênese (Yoshimura e cols., 

2005; Yang e cols., 2021). 

No presente estudo, no entanto, não foi possível observar variações 

estaticamente significativas entre os grupos ácido kójico, 4-butil-resorcinol e ácido 

elágico associados ao ativo MLA, resultado diferente do esperado. O ácido kójico por 

exemplo, foi avaliado em modelo clínico para avaliação de sinergismo com o ativo 

MLA, e essa combinação se mostrou superior ao uso do ativo isolado, reduzindo a 

hiperpigmentação cutânea em 61% dos voluntários avaliados (Chemyunion, 2023).  

Da mesma forma, os ativos niacinamida e ácido tranexâmico também não 

apresentaram variações significativas frente aos ativos isolados, ainda que seus 

mecanismos sejam distintos aos anteriormente apresentados.  

Niacinamida apresenta eficácia como agente hipopigmentante, porém não é 

capaz de modular a síntese de melanina ou exercer influência sobre a tirosinase, visto 

que seu mecanismo de ação é baseado na inibição da transferência de 

melanossomas dos melanócitos para os queratinócitos (Hakozaki e cols., 2002; 

Greatens e cols., 2005). A interação entre queratinócitos e melanócitos é essencial 

para a modulação da pigmentação, sendo exemplificado pelo receptor ativado por 

protease 2 (PAR-2), um modulador da transferência do melanossoma exclusivamente 

produzido pelos queratinócitos (Boo, 2021). Observa-se que PAR-2 é positivamente 

modulado em condições de exposição a UV e estresse oxidativo, resultando em 

aumento da liberação de PGE2 e estimulando a transferência de melanossomas 

(Scott e cols., 2001; Scott e cols., 2004; Tang e cols., 2012). Utilizando a metodologia 

de cultura de melanócitos in vitro em contato com a niacinamida, não há resultados 
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concretos sobre a modulação da melanina, porém quando o ativo é aplicado em 

modelos que contam com a presença de melanócitos e queratinócitos, observa-se 

modulação negativa de melanina de forma consistente, sugerindo que a niacinamida 

exerça ação sobre a melanogenese de forma indireta, atuando principalmente sobre 

os queratinócitos, porém os mecanismos específicos ainda precisam ser elucidados 

(Hakozaki e cols., 2002; Greatens e cols., 2005).  

De maneira similar, o ácido tranexâmico também não é capaz de modular os 

melanócitos pelas vias comuns da síntese de melanina, porém atua na sua inibição 

por interferir na interação de melanócitos e queratinócitos através da inibição do 

sistema plasminogênio/plasmina (Maeda; Tomita, 2007).  O plasminogênio está 

presente nas células basais epidérmicas humanas, e dois ativadores fisiológicos do 

plasminogênio são conhecidos: o ativador do plasminogênio do tipo tecidual (t-PA, 

“tissue-type plasminogen activator”) e o ativador do plasminogênio do tipo uroquinase 

(u-PA, “urokinase-type plasminogen activator”). Sabe-se que queratinócitos humanos 

possuem os dois tipos, porém secretam apenas uPA de cadeia simples (sc-uPA), já 

os melanócitos humanos produzem principalmente tPA, mas raramente produzem 

uPA (Maeda; Tomita, 2007; Poojary; Minni, 2015).  Dentro deste cenário, observa-se 

que o sc-uPA produzido pelos queratinócitos atua como estimulador da atividade da 

tirosinase e aumentando o tamanho celular dos melanócitos, e o ácido tranexâmico 

atua bloqueando esta sinalização e impedindo a melanogênese (Maeda; Tomita, 

2007; Poojary; Minni, 2015).  

Além disso, a ativação do sistema de autofagia mediado pelo ácido tranexâmico 

é outro mecanismo de atuação dessa substância, em que a regulação positiva de 

proteínas relacionadas à autofagia resulta na inibição da melanogênese (Cho e cols., 

2017). Outro fator de interesse do ácido tranexâmico é sua capacidade modulatória 

sobre a síntese de PGE2. Uma vez que a PGE2 derivada de queratinócitos estimula 

a formação de dendritos nos melanócitos e ativa a atividade dos melanócitos e da 

tirosinase, sua modulação negativa resulta em menor atividade dos melanócitos 

(Desai e cols., 2019).  

Avaliando os resultados de quantificação de melanina no presente estudo, 

observa-se que os tratamentos com ativos moduladores da pigmentação da pele 

foram capazes de promover redução na presença de melanina até um limite técnico 

considerável. Quando avaliada a mediana das análises realizadas, nota-se que a 
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variação de 65% em relação ao placebo foi a modulação mais expressiva encontrada. 

Ao realizar um levantamento bibliográfico sobre estudos em modelo ex vivo ou 

utilizando pele humana reconstruída e subsequente avaliação de melanina pela 

técnica de Fontana Masson, observa-se que os tratamentos tópicos são capazes de 

modular a presença de melanina, porém não a extinguem (Park e cols., 2020; 

Goncalves e cols., 2022; Kim e cols., 2022). Desta forma, observa-se um limite técnico 

de avaliação biológica utilizando esse modelo, dificultando a avaliação de sinergismo 

entre moléculas, uma vez que as substâncias isoladas já apresentam resultados 

expressivos. Dados mais robustos e com maior possibilidade de avaliação significativa 

em avaliação de sinergismo podem ser esperados com o uso de modelos clínicos. A 

avaliação clínica, usualmente, considera tempos de tratamento maiores, como 30 a 

90 dias por exemplo, e avaliação mais abrangente do perfil colorimétrico da pele, 

diferentemente do modelo ex vivo que se limita ao tempo de viabilidade e a área do 

material após extraído do sistema natural. No presente trabalho, a melhora 

significativa na eficácia da formulação foi observada apenas na avaliação do ativo 

AA2G, o qual isoladamente constatou menor modulação na quantidade de melanina 

e, consequentemente, mais distante do limite técnico da metologia. Isso, associado 

ao mecanismo de ação do composto, possivelmente resultou na possibilidade de 

comprovação da atividade sinérgica. No entanto, não se exclui a possibilidade de 

outros ativos moduladores da hiperpigmentação cutânea também possuírem tal 

eficácia sinérgica com o ativo MLA, ainda que não constatada no presente trabalho.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Com a elaboração do presente trabalho, foi possível observar resultados 

variados entre as diferentes associações avaliadas frente aos ensaios de eficácia 

executados. O ativo cosmético CMZ possui grande capacidade moduladora da síntese 

de colágeno tipo 1, evidenciado quando avaliado em fragmentos de pele humana 

provenientes de cirurgia plástica, e pode ter seu efeito incrementado quando em 

associação a ativos antioxidantes, em especial ácido ascórbico e extrato de Ginkgo 

biloba. No entanto, observa-se significativa redução de eficácia quando associado ao 

peptídeo Pal-GQPR/Pal-GHK.   

Em relação ao ativo cosmético (MLA), com propriedades moduladoras da 

melanogênese, a avaliação da pigmentação da pele realizada por meio da técnica de 

Fontana Masson, corroborou com dados de literatura e reafirmou a eficácia do ativo. 

Em associações, apenas o ácido ascórbico 2-glicosídeo, a N-acetil-glucosamina e a 

glabridina foram capazes de exercer efeitos positivos de forma significativa sobre a 

eficácia da mistura, em relação ao ativo MLA isolado e apenas o ácido ascórbico 2-

glicosídeo apresentou efeito sinérgico com o MLA, apresentando efeitos superiores a 

cada um dos dois ativos isolados.  

Finalmente é importante salientar que a metodologia delineada para o presente 

trabalho se apresenta como um importante modelo de análise e, com base nos 

resultados obtidos, vê-se viável para aplicações em demais análises e comparações 

de formulações cosméticas, tornando-se uma valiosa ferramenta de estudo pré-

clínico, ainda que limitações técnicas precisem ser consideradas.  
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8. ANEXOS 

 

8.1 Anexo I.  

 

A. Imagens representativas do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1. 

Marcações em verde relativas à proteína e marcação em azul identificando o 

núcleo celular. Grupos controles internos.  

 

 

 

B. Imagens representativas do ensaio de imunofluorescência de colágeno tipo 1. 

Marcações em verde relativas à proteína e marcação em azul identificando o 

núcleo celular. Grupos alvos de estudo.  

 

 



 
 

95 
 

 



 
 

96 
 

 

8.2 Anexo II.  

 

A. Imagens representativas do ensaio de Fontana Masson. Grupos controles 

internos. 

 

 

 

 

B. Imagens representativas do ensaio de Fontana Masson. Grupos alvos de 

estudo. 
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Sugestões de adequações do trabalho propostos pela banca examinadora da 

Qualificação 

 

Com objetivo de melhorar ainda mais o manuscrito, seguem abaixo as sugestões 

discutidas no exame de qualificação, para a avaliação da aluna juntamente com o seu 

orientador. 

 

1) Avaliadora: Dra. Ana Elisa Valencise Quaglio 

a) Incluir como objetivo do trabalho a utilização do modelo de análise utilizado no 

trabalho, como ferramenta para a realização de estudos pré-clínicos, para 

avaliação do potencial sinérgico ou antagônico de ativos cosméticos. 

b) Trocar o termo associação para sinergismo nos objetivos. 

c) Incluir no texto a informação de como as concentrações dos diferentes ativos 

avaliados foram definidas. 

d) Deixar mais claro, na discussão, quais associações apresentaram efeito 

sinérgico e enfatizar esse resultado. 

e) Deixar nas conclusões, apenas as combinações que realmente apresentaram 

efeito sinérgico. No caso do CMZ foram dois ativos e no caso do MLA apenas 

um. 

 

2) Avaliador: Dr. Flavio Bueno de Camargo Junior 

a) Incluir informações relacionadas a discussão dos resultados da eficácia 

antienvelhecimento do ativo CMZ em comparação com os ativos referência 

isolados, conforme descrito nos objetivos do manuscrito. 

b) Incluir informações relacionadas a discussão dos resultados da eficácia 

despigmentante do ativo MLA em comparação com os ativos referência 

isolados, conforme descrito nos objetivos do manuscrito. 

c) Incluir como objetivo do trabalho a utilização do modelo de análise utilizado no 

trabalho, como ferramenta para a realização de estudos pré-clínicos, para 

avaliação do potencial sinérgico ou antagônico de ativos cosméticos. 

d) Incluir na descrição dos resultados e não nos anexos, exemplos das imagens 

do estudo de imunofluorescência de colágeno tipo 1 e imagens estudo de 

Fontana Masson para avaliação de melanina. 



 
 

102 
 

e) Incluir a informação de como as concentrações dos diferentes ativos avaliados 

foram definidas. 

 

3) Avaliador: Dr. Luiz Domingues de Almeida Junior 

 

a) O título do trabalho refere-se à avaliação de dois ativos vegetais (CMZ e MLA) 

associados a produtos comumente utilizados no mercado, porém, a referência 

aos ativos é na verdade relacionada a dois produtos comerciais que dentro do 

mercado cosmético são definidos pelo INCI name. Sugiro revisar a forma de se 

referir ao produto avaliado a fim de não dar a entender que se trata de 

substâncias isoladas, mas sim, de um produto contendo extratos padronizados 

e já disponibilizado no mercado. 

b) Sugiro deixar mais claro que o grupo controle basal se refere ao fragmento de 

pele apenas no meio de cultivo enquanto o placebo refere-se ao fragmento que 

recebeu o veículo base (creme não-iônico) 

 

Adequações realizadas pela aluna:  

As sugestões mencionadas pela banca foram de grande valia para o 

aprimoramento e melhor aproveitamento do trabalho, e foram acatadas em sua 

totalidade.  

 

 


