UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE
MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Mayla Martins Conti Barbosa

Eficacia e seguranca da nicotinamida 10% associada a fosfato

ascorbil magnésio 5% e acido hialurénico 5%, em gel creme,

comparado a hidroquinona 4%, em gel creme, em mulheres com

melasma: um ensaio clinico duplo-cego, randomizado e controlado

Dissertacao apresentada a
Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestre em

Patologia.

Orientador: Prof. Dr°. Hélio Amante Miot

Coorientadora: Prof?. Dr2. Ana Claudia Cavalcante Espdsito Lemos

Botucatu, 2024




Mayla Martins Conti Barbosa

Eficacia e seguranca da nicotinamida 10% associada a fosfato
ascorbil magnésio 5% e acido hialurénico 5%, em gel creme,
comparado a hidroquinona 4%, em gel creme, em mulheres com

melasma: um ensaio clinico duplo-cego, randomizado e controlado

Dissertacao apresentada a
Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestre em

Patologia.

Orientador: Prof. Dr°. Hélio Amante Miot

Coorientadora: Prof?. Dr2. Ana Claudia Cavalcante Espdsito Lemos

Botucatu, 2024



FICIA CATALOGEAFICA ELARORADA FELA SECAO TEC. AQUIS. TREATAMENTO DA INFORM.
DIVISAD TECHNICA DE RIBLIOTECA E DOCUMENTACAD - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESE

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRE 8/7500

Barbosa, Mayla Martins Conti.

Eficacia e seqguranca da nicotinamida 10% associada a
fosfato ascorbil magnésio 5% e acido hialurdnico 5%, em gel
creme, comparado a hidroguinona 4%, em gel creme, em mulheres
com melasma : um ensaio clinico duplo-cego, randomizado e
controlado / Mayla Martins Conti Barbosa. - Botucatu, 2024

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Medicina, Botucatu

Orientador: Hélio Amante Miot

Coorientador: Ana Claudia Cavalcante Espdsito Lemos

Capes: 40101029

l. Antioxidantes. 2. Hidroguinonas. 3. Hiperpigmentacdo.
4, Melanose. 5. Niacinamida.

Palavras-chave: Antioxidantes; Hidrogquinona;
Hiperpigmentagdo; Melasma; Nicotinamida.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ™ oee—

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGCAO DE MESTRADO DE MAYLA MARTINS CONTI
BARBOSA, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA, DA
FACULDADE DE MEDICINA - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 12 dias do més de junho do ano de 2024, a= 13:00 horas, por meio de

Videoconferéncia, realizou-se a defesa de DISSERTACAO DE MESTRADO de MAYLA
MARTING COMNTI BARBOSA, intitulada Eficacia e seguranca da nicotinamida 10%:,
associada a fosfato ascorbil magnésio 5% e acido hialurdnico 5%, em gel creme,
comparado a hidroquinona 4%, em gel creme, em mulheres com melasma: um
ensaio clinico duplo-cego, randomizado e contrelado. A Comissao Examinadora fo
constituida pelos seguintes membros: Prof. Dr. HELIO AMANTE MIOT (Orientador{a) -
Participacao Virtual) do{a) Depto. de Infectologia, Dermatologia, Diagnastico por Imagem
e Radioterapia / FM/Botucatu - Unesp, Profa. Dra. ANNA CAROLINA MIOLA (Participacdo
Virtual) do{a) Depto. de Infectologia, Dermatologia, Diagndstico por Imagem &
Radioterapia / FM/Botucatu - Unesp, Profa. Dra. PRISCILA NERI LACERDA (Farticipacdo
Virtual) do(a) Hospital Santa Izabel / Santa Casa de Misericardia da Bahia. Apds a
exposicdo pela mestranda e arguicdo pelos membros da Comissdo Examinadora gue

participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, a discente recebeu o conceito final:_
APROVADA

. Mada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e

aprovada, foi assinada pelola) Presidente{a) da Comissdo Examinadora.

Prof. Dr. HELIO AMANTE MIOT

“M“‘” h{:t -



REGISTRO DO IMPACTO ESPERADO NAS SOCIEDADES DE DISSERTACOES E
TESES

Melasma é uma dermatose com alta prevaléncia e, apesar dos inimeros tratamentos
disponiveis, ainda ndo ha cura. As manifestagdes do melasma podem impactar de forma negativa na

vida social, familiar e profissional dos pacientes e isso ndo pode ser negligenciado.

Este estudo é de grande relevancia para a comunidade cientifica e para 0s pacientes, pois
propde uma opcdo terapéutica para o clareamento das lesbes cutaneas, impactando de forma
positiva na melhora da qualidade de vidas dos pacientes acometidos.

RECORD OF THE EXPECTED IMPACT ON DISSERTATION AND THESIS SOCIETIES

Melasma is a dermatosis with high prevalence, and despite the numerous available
treatments, there is still no cure. The manifestations of melasma can negatively impact patients'

social, familial, and professional lives, which cannot be overlooked.

This study is highly relevant to the scientific community and patients because it proposes a
therapeutic option for lightening skin lesions, positively impacting the quality of life of affected

patients.
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RESUMO

Introducdo: Melasma é uma hipermelanose cutanea cronica adquirida, caracterizada por méaculas
acastanhadas, principalmente em areas fotoexpostas, especialmente na face, acometendo
preferencialmente mulheres. Sua patogénese ndao € bem compreendida, mas o estresse oxidativo tem
papel fundamental nesse processo. A nicotinamida atua como potente eliminadora de radicais livres,
além de inibir a transferéncia de melanossomas dos melandcitos para os queratindcitos, reduzindo
assim, a melanogénese. Antioxidantes topicos, como o fosfato ascorbil magnésio e umectantes,
como o acido hialurénico, podem melhorar seu desempenho. Atualmente, ndo ha um ensaio
controlado sobre a combinagdo desses componentes, em compara¢do com hidroquinona para 0
tratamento do melasma. Este estudo teve como objetivo explorar a tolerabilidade e eficacia da

associagdo desses produtos versus hidroquinona 4%.

Meétodos: Um ensaio clinico multicéntrico, duplo-cego, randomizado e controlado, realizado entre
maio a agosto de 2023, envolvendo 50 mulheres adultas portadoras de melasma facial moderado a
grave, selecionadas através de amostragem por conveniéncia durante o ambulatério de
dermatologia. As participantes foram randomizadas e alocadas consecutivamente em dois grupos,
um grupo fez uso da associacdo de nicotinamida 10% + fosfato ascorbil magnésio 5% + &cido
hialurénico 5%, em gel creme, duas vezes ao dia (grupo NIC), por 60 dias; o outro grupo,
hidroquinona 4%, em gel creme, a noite e placebo, em gel creme, pele manha (grupo HQ), por 60
dias. Todas as participantes receberam protetor solar com cor (FPS 70) durante o estudo. Os
pesquisadores ndo tinham acesso a lista de randomizagdo. Dados clinicos e demogréaficos foram
avaliados na inclusdo. Em DO, D14 e D60, foram realizadas fotografias padronizadas, medicdes
colorimétricas, avaliacGes de gravidade clinica usando mMASI e avaliacdes de qualidade de vida
por meio do MELASQoL. A colorimetria foi avaliada calculando a diferenca de luminosidade
colorimétrica (Dif*L) entre a pele afetada pelo melasma e a pele adjacente ndo afetada (<2 cm de
distancia), medida usando o CR-400 Chroma Meter (Konica Minolta®). Essas medi¢des foram
feitas na mesma regido facial. O desfecho primério foi a mudanca no mMASI em relacdo ao inicio
em cada visita. Os desfechos secundarios incluiram diferencas em MELASQoL, Dif*L e GAIS
(Escala Global de Melhoria Estética). Essas avaliagdes foram conduzidas por um investigador cego,
ndo envolvido nas avaliagfes iniciais ou no acompanhamento. Em todas as reavaliacdes foi
questionado quanto a tolerabilidade, efeitos adversos, frequéncia diaria da aplicacdo dos produtos,
bem como avaliacdo subjetiva de melhora por parte das participantes. O tamanho da amostra foi

calculado para detectar uma diferenca minima de 10% na reducdo do mMASI entre 0s grupos,



assumindo um desvio-padréo equivalente. O poder do teste foi ajustado para 90% e alfa para 5%,
considerando uma taxa potencial de desisténcia de até 10%. Todos os resultados foram analisados
com base no principio de intencdo de tratar. A reducdo nos escores (D14-D0 e D60-DO0) e a
diferenca nos escores categoricos (por exemplo, GAIS e percepcdo subjetiva de melhora) entre 0s
grupos foram avaliadas usando o teste de Mann-Whitney. A frequéncia de efeitos adversos
irritativos foi comparada entre os grupos usando o teste exato de Fisher. A significancia foi definida

em um valor-p < 0.05.

Resultados: Ambas as intervengdes levaram a uma melhora progressiva no mMASI, MELASQoL
e GAIS, sem diferenca entre elas no D14 e D60 (p> 0,2). No grupo NIC, a redu¢do média (IC 95%)
no mMASI foi de 16% (8-24%) no D14 e 32% (23-41%) no D60, enquanto no grupo HQ, foi de
10% (7-24%) no D14 e 43% (34-52%) no D60. A reducdo na luminosidade colorimétrica foi maior
no grupo HQ no D60 (p=0,01). Ambos os tratamentos foram bem tolerados, sem efeitos colaterais
graves. Houve dois dropouts: uma perda de seguimento no grupo HQ e uma retirada de

consentimento no grupo NIC, ambos sem relagéo com efeitos adversos.

Conclusdo: A associacdo de nicotinamida 10%, fosfato ascorbil magnésio 5% e acido hialurénico
5%, em gel creme, foi segura e bem tolerada, embora sua eficacia ndo tenha sido superior a da
hidroquinona 4%, em gel creme. Este regime pode ser considerado para pacientes com baixa
tolerabilidade ou falha no tratamento com hidroquinona, bem como terapia de manutencao apds uso

de hidroquinona. Além de ser segura durante a gestacao e lactacéo.

Palavras-chave: Melasma; Hiperpigmentacdo; Nicotinamida; Hidroquinona; Antioxidantes.



ABSTRACT

Introduction: Melasma is a chronic acquired hypermelanosis of the skin, characterized by
brownish macules primarily on photoexposed areas, especially the face, predominantly affecting
women. Its pathogenesis is not well understood, but oxidative stress plays a fundamental role in the
process. Nicotinamide acts as a potent free radical scavenger and also inhibits the transfer of
melanosomes from melanocytes to Keratinocytes, thereby reducing melanogenesis. Topical
antioxidants (magnesium ascorbyl phosphate) and humectants (hyaluronic acid) can improve its
performance. Currently, there are no controlled trials investigating the combination of these
components compared to hydroquinone for the treatment of melasma. This study aimed to explore

the tolerability and efficacy of the combined product versus hydroquinone 4%.

Methods: A multicenter, double-blind, randomized and controlled clinical trial conducted between
May and August 2023, involving 50 adult women with moderate to severe facial melasma, selected
through convenience sampling during dermatology outpatient consultations. Participants were
randomized and consecutively allocated into two groups: one group used a combination of 10%
nicotinamide + 5% magnesium ascorbyl phosphate + 5% hyaluronic acid, in gel-cream, twice a day
(NIC group) for 60 days, while the other group used 4% hydroquinone, in gel-cream, at night and
placebo, in gel-cream, in the morning (HQ group) for 60 days. All participants received tinted
sunscreen (SPF 70) during the study. Researchers had no access to the randomization list. Clinical
and demographic data were evaluated at inclusion. On DO, D14, and D60, standardized
photographs, colorimetric measurements, clinical severity assessments using mMASI, and quality
of life evaluations through MELASQoL were conducted. Colorimetry was assessed by calculating
the difference in colorimetric luminosity (Dif*L) between the skin affected by melasma and the
adjacent unaffected skin (<2 cm distance), measured using the CR-400 Chroma Meter (Konica
Minolta®). These measurements were performed on the same facial region. The primary outcome
was the change in mMASI from baseline. Secondary outcomes included differences in
MELASQoL, Dif*L and GAIS (Global Aesthetic Improvement Scale). These evaluations were
conducted by a blinded investigator not involved in the initial assessments or follow-up. In each
reevaluation, questions were asked regarding product tolerability, adverse effects, daily frequency
of product application, as well as subjective improvement evaluation by the participants. The
sample size was calculated to detect a minimum of a 10% difference in mMASI reduction between
groups, assuming equivalent standard deviation. The test power was set to 90% and alpha to 5%,

considering a potential dropout rate of up to 10%. All outcomes were analyzed on an intention-to-



treat basis. The reduction in scores (D14-D0 and D60-D0) and the difference in categorical scores
(e.g., GAIS and subjective perception of improvement) between groups were assessed using the
Mann-Whitney test. The frequency of irritative adverse effects was compared between groups using
Fisher's exact test. Significance was set at p-value <0.05.

Results: Both interventions led to progressive improvement in mMASI, MELASQoL and GAIS,
with no difference between them at D14 and D60 (p > 0.2). In the NIC group, the mean reduction
(95% CI) in mMASI was 16% (8-24%:; p < 0,05) at D14 and 32% (23-41%:; p < 0,01) at D60, while
in the HQ group, it was 10% (7-24%; p < 0,05) at D14 and 43% (34-52%; p < 0,01) at D60. The
reduction in colorimetric luminosity was greater in the HQ group at D60 (p < 0.01). Both
treatments were well tolerated, with no serious adverse effects. There were two dropouts: one lost
to follow-up in the HQ group and one withdrawal of consent in the NIC group, both unrelated to
adverse effects.

Conclusion: The combination of 10% nicotinamide, 5% magnesium ascorbyl phosphate, and 5%
hyaluronic acid in gel-cream was safe and well tolerated, although its efficacy was not superior to
that of 4% hydroquinone in gel-cream. This regimen may be considered for patients with low
tolerability or failure in treatment with hydroquinone, as well as maintenance therapy after

hydroquinone use. Additionally, it can be used by pregnant and breastfeeding women.

Keywords: Melasma; Hyperpigmentation; Nicotinamide; Hydroquinone; Antioxidants.
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INTRODUCAO

1.1 MELASMA

Melasma é uma hipermelanose cutanea cronica adquirida, caracterizada por méculas
acastanhadas, simétricas e irregulares dispostas em areas fotoexpostas, especialmente a face, e
menos frequentemente na regido cervical, torécica anterior e membros superiores, poupando as
mucosas® (figura 1). Embora possa acometer ambos 0s sexos e todas as etnias, € mais prevalente
em mulheres, de fototipos intermediarios de Fitzpatrick (111 a V)?.

Apesar de ser uma afeccdo de comprometimento exclusivo cutaneo, pode impactar de forma

negativa a vida social, familiar e profissional, provocando efeitos psicoldgicos importantes?.

Figura 1: Melasma facial. (Fonte: Arquivo dos pesquisadores)

Sua fisiopatogénese ndo € totalmente compreendida, mas existem diversos fatores
envolvidos na etiologia da dermatose, tais como, influéncia genética, hormonal, gravidez, exposicao
a radiacdo ultravioleta (RUV), cosméticos, farmacos fototdxicos, endocrinopatias e fatores
emocionais®.

Sabe-se que a pele acometida por melasma quando comparada a pele sa adjacente, apresenta

aumento de melanina em todas as camadas da epiderme, elastose solar e proeminéncia dos
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melanossomas, que sdo organelas altamente especializadas, nas quais ocorre sintese e deposicdo de
melanina2*,

A tirosinase é a principal enzima envolvida no processo de melanogénese. Na presenga de
oxigénio molecular, oxida a tirosina em dopa (dioxifenilalanina), e esta em dopaquinona. E apds a
presenca ou auséncia de cisteina, define o caminho da reacdo para sintese de eumelanina ou
feomelanina?.

Na auséncia de cisteina (glutationa), a dopaquinona é transformada em ciclodopa e esta é
convertida em dopacromo, que por sua vez, pode ser degradado através de duas vias, resultando em
diidroxiinddis, que por fim sdo oxidados & melanina®. A quantidade e qualidade de melanina é
regulada por diversos fatores, principalmente pela radiagdo ultravioleta (RUV), a-MSH (horménio
estimulante de melandcitos do tipo o ou melanocortina), ASP (proteina sinalizadora AGOUTI) e
MC1-R (receptor de melanocortina 1)>*. O a-MSH ¢ produzido pelas células de Langerhans,
queratinocitos e melanocitos; sua acdo parece ser mediada pelo MC1-R (receptor acoplado a
proteina-G), presente em varias células da pele, porém com maior densidade nos melandcitos.
Quando ocorre a ligacdo entre as duas moléculas acima, resulta no aumento da producdo de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) no melandcito e, dessa forma, aumento na atividade da
tirosinase e, finalmente, aumento da produgao de eumelanina. A pigmentacdo da pele esta
intimamente relacionada aos efeitos do a-MSH e MC1-R e, ha comprovacdo de aumento deste
Gltimo nos tecidos hiperpigmentados®.

O melasma pode ser classificado clinicamente em trés formas: centrofacial (regido de fronte,
supralabial, labial e mentoniana), malar (regido zigomatica) e mandibular. As regides mais afetadas

estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Topografias faciais mais acometidas no melasma (Adaptado: Tamega AA et al, 2013)

Topografia %
Zigomatica 84
Supralabial 51
Frontal 50
Nasal 40
Parotidea 30
Mentoniana 29
Glabelar 25
Temporal 24

Mandibular 18
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O diagndstico de melasma é essencialmente clinico, mas existem recursos auxiliares, tais
como lampada de Wood e dermatoscopia®’,

A lampada de Wood ja foi utilizada como instrumento de classificagdo do melasma de
acordo com a localizagdo do pigmento, porém, esta em desuso para essa finalidade’, ja que ndo ha
correlacdo entre o exame clinico utilizando luz de Wood e os achados histopatologicos da
profundidade do pigmento. Atualmente, pode-se utilizd-la para avaliar resposta terapéutica,
especialmente em casos classificados como pigmento superficial®. Os achados a dermatoscopia
podem auxiliar no diagndéstico, sendo encontrada pigmentacao reticular difusa em diversos tons de
marrom, preservando aberturas foliculares. Outra ferramenta ndo invasiva e Gtil no diagnostico é a
microscopia confocal de reflectancia (RCM), que pode avaliar até a derme papilar, fornecendo
imagens que tem correspondéncia com o exame histopatoldgico, podendo se destacar entre as
alteracfes mais importantes, a elastose solar significativa e aumento de vasos na derme da pele
acometida, quando comparada com a pele sa adjacente. A RCM oferece uma inovadora forma de
classificagdo do melasma pelas alteragdes pigmentares, auxiliando a refinar o progndstico e na
avaliagdo de resposta terapéutica; entretanto ndo € uma ferramenta de facil acesso, sendo restrita a
poucos centros de pesquisa’.

Existem diversos escores validados para mensurar a gravidade do melasma e o impacto na
qualidade de vida, dentre eles, o escore “Melasma Area and Severity Index” (MASI), para
quantificar a gravidade e resposta ao tratamento. O calculo do MASI ¢ realizado baseado na
avaliacdo subjetiva de trés aspectos: area de envolvimento (A), intensidade da pigmentacéo (D) e
homogeneidade (H), em quatro regides da face: regido frontal (f), malar direita (rm), malar esquerda
(Im) e mento (c), correspondendo a 30%, 30%, 30% e 10% da area facial, respectivamente. Cada
regido é classificada de 0 a 6 (0, sem envolvimento; 1, <10%; 2, 10-29%; 3, 30-49%; 4, 50-69%; 5,
70-89%; 6, 90-100%). Pigmentacdo e homogeneidade sdo avaliadas em uma escala de 0 a 4 (0,
ausente; 1, leve; 2, moderado; 3, importante; 4, maximo). O Escore MASI foi modificado apds 20
anos, retirando da avaliacdo o critério homogeneidade, que é de dificil mensuracdo, passando a ser
nomeado MASI modificado (MMASI)® (Figura 2). O mMASI é reprodutivel e capaz de avaliar a

gravidade do melasma, assim como o MASI.
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Figura 2: Representacdo das areas faciais e mMMASI (Area de melasma e indice de gravidade)

A escala de qualidade de vida do melasma (MelasQoL) foi desenvolvida em 2003 para
avaliar os aspectos emocionais e psicossociais dos pacientes com melasma, composta por 10
perguntas, de forma que quanto maior o escore, menor a qualidade de vida®.

A Global Aesthetic Improvement Scale (GAIS), € uma escala de 5 pontos que avalia a
melhora estética global na aparéncia em comparacdo ao pré-tratamento, conforme julgado pelo
investigador, que também é util na avaliacdo do melasma.

O tratamento do melasma é um desafio, devido a refratariedade, cronicidade e tendéncia a
recidiva das leses®.

O tratamento inclui a combinacdo de fotoprotecdo, preferencialmente protetores com
agentes fisicos, associado a agentes despigmentantes, como a hidroquinona (HQ). A HQ é a
medicacdo tdpica mais usada e estudada, sendo considerada o tratamento de primeira linha; age
inibindo a conversdao de DOPA em melanina, pela inibicdo da enzima tirosinase, demonstrando
bons resultados na despigmentacdo das manchas. Entretanto, pode ter efeitos adversos relacionados
a dose e duracdo do tratamento, como dermatite de contato, hipopigmentacdo em confete e ocronose
exdgena®e,

Outros agentes topicos usados no tratamento incluem acido azelaico, acido kojico, acido
retinoico, nicotinamida, acido salicilico, acido glicolico e &cido L-ascorbico. Como segunda linha,

podemos citar os peelings quimicos e lasers®®.
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO E TOPICO NO MELASMA

Inimeros fatores podem ocasionar estresse oxidativo local e sistémico, dentre eles, poluicéo,
privacdo de sono, atividade fisica e principalmente exposi¢do solar. Qualquer radiacdo pode estar
envolvida e seus efeitos dependem do comprimento de onda, intensidade, penetragdo na pele, forma
de exposicéo e suscetibilidade individual.

A exposicdo solar cronica ocasiona estresse oxidativo e inflamag&o, contribuindo para a
melanogénese sustentada no melasma. Diversos estudos buscam compreender o papel do estresse
oxidativo no melasma e varios ja provaram a eficacia dos antioxidantes topicos e orais na reducao
da hiperpigmentacgao®*.

No0sso organismo possui um sistema antioxidante composto por componentes enzimaticos,
principalmente Superdxido-dismutase (SOD), Glutationa peroxidase (GHS-Px), Malondialdeido
(MDA e 6xido nitrico (NO), e ndo enzimaticos™?.

Os niveis enzimaticos sdo usados como principal pardmetro de dano oxidativo. O
mecanismo de dano tecidual mais importante por estresse oxidativo é a peroxidacdo lipidica nas
membranas celulares, sendo o0 MDA um produto final desse processo e seu nivel pode ser usado
como indicador de danos provocados por radicais livres in vivo. O NO é um radical livre secretado
por células endoteliais e € responsavel pela inducéo do relaxamento da musculatura lisa nos vasos, €
gerado nos tecidos decorrente da oxidacao e também representa um indicador de estresse oxidativo.
A SOD ¢ a principal enzima capaz de depurar radicais de oxigénio livres, por meio da converséo de
superéxido em peroxido de hidrogénio. Por fim, a GSH-Px é responsavel pela conversdo de
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Um estudo realizado anteriormente foi observado
aumento dos marcadores acima, favorecendo a hipotese de que ha relacdo entre estresse oxidativo e
melasma®?.

A RUV exerce diversos efeitos na epiderme, membrana basal (principalmente UVB) e
derme (principalmente UVA), destacando-se, a expressdo de p53 nos queratindcitos, o que estimula
a sintese de propiomelanocortinas e laminina-332, ocorre um estimulo a melanogénese, assim
como, inducédo da liberacdo de mediadores inflamatorios (como prostaglandinas e VEGF). Por sua
vez VEGF e prostaglandinas estimulam a proliferacdo endotelial. Ademais, a RUV estimula
também a liberacdo de neuropeptideos, que sdo estimulos a melanogénese e a dendricidade dos
melandcitos®®.

Sabe-se que tanto no melasma quanto em outros distarbios inflamatorios da pele, a sintese
de 6xido nitrico induzivel (iINOS) é a fonte primaria de NO. A UVB é responsavel por estimular a
via fosfatidilnositol 3- quinase/Akt e NF-kB, que por sua vez induz a expressdo de iNOS em

queratindcitos e, ativa a tirosinase em melandcitos?13,
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Na pele acometida por melasma, ha superexpressdo de iINOs nos queratindcitos da camada
basal. Além disso, h& superexpressdo de p38 que estd envolvida no estresse oxidativo na derme
superior®?,

Diante do exposto acima, diversos agentes antioxidantes vém sendo usados para tratamento
da hiperpigmentacdo, tais como, nicotinamida, vitamina C, &cido hialurénico vitamina E,
Polypodium leucotomos, picnogenol e acido fitico®

O é&cido ascérbico, comumente conhecido como vitamina C (VC), apresenta-se em altas
concentracdes na pele normal. Atua de forma significativa na biossintese do coldgeno, bem como é
um importante agente protetor contra os danos induzidos pela RUV. Estudos evidenciam seu
potencial na inibicdo da sintese de melanina, agindo através da regulacdo negativa da enzima
tirosinase. Além das funcGes supracitadas, possui também efeito antioxidante, mecanismo que
confere a propriedade de reduzir a producdo de radicais livres responsaveis por desencadear a
melanogénese. Baseado em seus mecanismos de acdo, a utilizacdo da VC parece ser promissora no
tratamento dos distlrbios pigmentares, sobretudo o melasma®®.

O Fosfato Ascorbil Magnesio (VCPMG) é um derivado estavel e hidrossolivel do &cido
ascorbico, com alta permeacdo e excelente propriedade despigmentante, ao reduzir a sintese de
melanina através da tirosinase. A eficacia da VCPMG foi avaliada em 34 mulheres com
hiperpigmentacdo facial, sendo que 19 pacientes apresentaram despigmentacdo significativa apos
uso da medicagdo topica, comprovando a sua eficacia clinica’®.

O é&cido hialurénico (AH) € um umectante e o principal componente da matriz extracelular
na derme, possui propriedades viscoelasticas, hidrofilicas e de biocompatibilidade, sendo
amplamente utilizado na regeneracéo tecidual, cicatrizacao de feridas e produtos cosméticos, devido
a sua capacidade hidratante e antienvelhecimento®®, além de atuar como antioxidante, agindo contra
a acdo da RUV. A pele com melasma apresenta alteracdo da barreira cutanea e ja é conhecido o
papel do AH na regeneracdo da integridade cutdnea. Um estudo realizado anteriormente relatou

ainda a reducdo de TGF, IL 6 e IL 8, apds uso de AH, tendo evidéncia de melhora do melasma’18,

O efeito hidratante do AH, pode otimizar a absorcdo e permeacdo de outras substancias

biologicamente ativas, como vitaminas, potencializando suas a¢des*®.

1.3 NICOTINAMIDA
A nicotinamida (niacinamida) € a forma amida da vitamina B3 hidrossoluvel (&cido
nicotinico, niacina), cujo peso molecular é 122,12g/mol (Figura 3). E um componente de

coenzimas, como nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™), nicotinamida adenina dinucleotideo
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redutase (NADH), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP™) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato redutase (NADPH)?*2%, Ela é produzida exclusivamente de forma sintética,
por trés métodos diferentes: (1) oxidacgdo de 3-etil-6-metilpiridina e HNO® em écido nicotinico que
é entdo transformado juntamente com NHem amida de &cido nicotinico; (2) amindlise de
nicotinato de metila e NH® gasoso, e por fim, (3) amoxidagdo de 3-metilpiridina em cianopiridina,
que é entdo parcialmente saponificado em nicotinamida. Sua absorcdo é realizada no intestino
delgado, armazenada sob forma de NAD* no figado e possui excrecdo renal. Dependendo da dose
utilizada, diferentes metabdlitos séo excretados®®.

O

N “NH,

| —

Figura 3: Formula molecular da nicotinamida (CsHsN2O). (Fonte: National Library of Medicine.)

A nicotinamida participa do metabolismo energético e regula a sintese de DNA, sendo
possivel observar diversos efeitos biologicos, especialmente quando a quantidade de uso excede as
concentracdes fisiologicas. Possui capacidade de reparar lesdes induzidas por RUV, reduzindo
incidéncia de queratoses actinicas e canceres de pele ndo melanoma, quando usada por via oral, em
alguns estudos. Estudos demonstram boa tolerabilidade e alta seguranca, podendo ser utilizada
inclusive na gestacdo, tem minimos efeitos colaterais, tais como, diarreia, trombocitopenia em
pacientes submetidos a hemodialise e raros casos de hepatotoxicidade, quando sua dose ultrapassa
3g/dia?,

Além das indicacbes acima citadas, destacam-se ainda, propriedades antipruriginosas (por
restaurar a barreira protetora e por mecanismos que resultam em reducdo de histamina),
antimicrobianas, despigmentantes, fotoprotetoras (inibe a fotocarcinogénese e protege contra a
imunossupressdo induzida pela RUV), anti-inflamatérias e previne o envelhecimento (a
concentracdo de NAD™ celular é menor na pele senescente, portanto a suplementacdo de
nicotinamida externa, como precursor de NAD® pode resultar em melhora da homeostase
epidérmica e bioenergética celular na pele envelhecida ou que sofreu estresse oxidativo)?? (Figura
4).

De forma tdpica, a nicotinamida possui alta permeacdo, ou seja, grande capacidade de
atingir a camada dérmica, sem atingir a corrente sanguinea, produzindo estabilizacdo da barreira
epidérmica, através do aumento da sintese proteica e de ceramidas, bem como, participa da

diferenciacio dos queratindcitos, atenuando irregularidades da pele e rugas finas?.
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Figura 4: Efeitos dermatoldgicos relevantes da nicotinamida. (Wohlrab et al, 2014)

14 A(;AO ANTI-INFLAMATORIA E CLAREADORA DA NICOTINAMIDA

A nicotinamida (NIC) inibe a producdo de interleucina 8 (IL-8), & nivel de mRNA e
proteina, por meio da modulagédo das vias do fator nuclear (NF-kB) e da proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK)®. Ela é capaz ainda de inibir ou atenuar a formagdo de outros agentes pro-
inflamatdrios, como Prostaglandina E (PG-E), IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e endotelina 1 (ET 1)%°.

A NIC reduz a sintese de mediadores inflamat6rios em queratindcitos epidérmicos na pele
que sofreu agressdo pela RUV, bem como reduz o eritema provocado pela radiacdo, reduzindo de
forma importante a resposta inflamatdria induzida pela RUV?Z,

Em relacdo a sua propriedade clareadora, estudos apontam que a nicotinamida pode
aumentar, reduzir ou ndo apresentar efeito sobre a atividade da tirosinase, o0 que difere de outros
agentes topicos utilizados no tratamento do melasma, como a hidroquinona, que age inibindo
diretamente esta enzima?!. Sabe-se que a NIC posterga a transferéncia de melanossomas dos
melandcitos para os queratindcitos, demonstrando que a NIC afeta diretamente os queratindcitos e
indiretamente os melandcitos.

Um estudo realizado anteriormente avaliou a eficacia da NIC em reduzir IL 6 e ET 1, que
sabidamente sdo agentes responsaveis por aumentar a dendricidade dos melandcitos e,
consequentemente a transferéncia de melanossomas dos melandcitos para os queratindcitos. Os
autores comprovaram que a NIC é capaz de reduzir dendricidade dos melanécitos, ao inibira IL 6 e

ET 1, confirmando assim, seu papel na despigmentag&o?.
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Um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, realizado no México, avaliou 27 mulheres com
melasma e comparou o uso de nicotinamida 4% e hidroquinona 4%. As participantes usaram um
produto em cada lado da face (split face) e observou-se apds 2 meses, uma melhora boa a excelente
em 44% das pacientes que receberam nicotinamida e 55% nas que usaram hidroquinona; porém, 0s
efeitos colaterais foram mais observados com o uso de hidroquinona, (29%), comparado a 18% com
a nicotinamida?3,

Um ensaio clinico realizado com 18 mulheres japonesas avaliou a eficacia da nicotinamida na
despigmentacdo da pele. O estudo, tipo split face, comparou o uso de hidratante e nicotinamida 5%.
O resultado encontrado ap6s 8 semanas, foi de reducdo da pigmentacdo no grupo intervencdo,
quando comparado ao grupo controle?.

Devido ao efeito promissor da nicotinamida no tratamento do melasma, sua alta penetracédo
epidérmica associada a sua seguranca, evidenciada em outros estudos, idealizamos a possibilidade
de maximizar seu efeito a partir do aumento da sua concentracéo e associagdo com VCPMG e AH.

Até 0 momento, ndo ha estudos controlados que comparem a eficacia e a seguranca da

combinagdo NIC 10% + VCPMG 5% + AH 5% versus hidroquinona no tratamento do melasma.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficicia e seguranca da nicotinamida 10% associada a fosfato ascorbil magnésio
5% e acido hialurénico 5%, em gel creme, em comparagdo com hidroquinona 4%, em gel creme, na

despigmentacdo do melasma facial em mulheres.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a reducéo do escore mMMASI no grupo intervencdo, comparado ao grupo controle;

- Avaliar a melhora da qualidade de vida através da reducéo do escore MELASQoL entre 0s grupos;
- Avaliar o aspecto colorimétrico entre 0s grupos;

- Avaliar a melhora global através da escala GAIS (Global Aesthetic Improvement Scale) entre 0s
grupos;

- Avaliar tolerabilidade e efeitos adversos entre 0s grupos;
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Abstract:

Background: Nicotinamide has demonstrated efficacy in the treatment of melasma. Topical
antioxidants and humectants may enhance its performance. Currently, there is no controlled trial on
the combination of 10% nicotinamide, 5% magnesium ascorbyl phosphate, and 5% hyaluronic acid,
a dermo-cosmetic compound, in comparison to 4% hydroquinone for the treatment of melasma.
This study aimed to explore the tolerability and efficacy of the association of the combined product

versus hydroquinone.

Methods: A multicenter, double-blind, randomized and controlled clinical trial involving women
with facial melasma was conducted. Participants were instructed to apply the combined product
(NIC group), in gel-cream, twice daily or 4% hydroquinone, in gel-cream, for 60 days (HQ group)
at night and placebo in the morning. All products were compounded at the same compounding
pharmacy. Evaluations were performed at inclusion, after 14 and 60 days of treatment, measuring
the modified Melasma Area and Severity Index (mMASI), Melasma Quality of Life Scale
(MELASQoL) and colorimetric luminosity. The Global Aesthetic Improvement Scale (GAIS) was

assessed by a blinded evaluator.

Results: Both interventions led to a progressive improvement in mMASI, MELASQoL and GAIS,
without a difference between them on D14 and D60 (p>0.2). For NIC, the mean reduction (95% CI)
in MMASI was 16% (8-24%) on D14 and 32% (23-41%) on D60, while for HQ, it was 10% (7-
24%) on D14 and 43% (34-52%) on D60. Reduction in colorimetric luminosity was greater in the
HQ group at D60 (p=0.01). No serious side effects were identified. Of the initially included 50
patients, one was lost to follow-up in the HQ group on D60, and one withdrew consent from the

NIC group, both unrelated to treatment.

Conclusion: The association of 10% nicotinamide, 5% magnesium ascorbyl phosphate, and 5%
hyaluronic acid was safe and well-tolerated, although its overall clinical efficacy was numerically
inferior to 4% hydroquinone. This regimen can be considered for patients with poor tolerability or

treatment failure with hydroquinone.

Keywords:Melasma; Hyperpigmentation; Nicotinamide; Hydroquinone; Antioxidants.
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Main Text

Introduction

Melasma is a chronic acquired hyperpigmentation of the skin, characterized by the presence
of brownish macules in sun-exposed areas, particularly on the face. While it can affect both genders
and various ethnicities, it is more prevalent in women during childbearing age, especially those with
intermediate Fitzpatrick skin types (111 to V)2, The development of melasma is influenced by
hormonal and external factors such as sun exposure, cosmetics, and photosensitizing medications,

alongside genetic susceptibility®.

The standard treatment for melasma typically involves a combination of sun protection with
depigmenting agents, with hydroquinone (HQ) being the most widely used and studied topical
bleaching. HQ is a potent tyrosinase inhibitor, however, it also exhibits melanocytotoxic activity.
While it yields satisfactory results, it may sensitize the skin of some patients and lead to conditions
such as hypochromia in confetti and ochronosis, especially after prolonged use, and in higher

concentrations®.

Sunlight exposure and the release of inflammatory cytokines contribute to disrupting the
balance between oxidant and antioxidant agents, leading to increased oxidative stress, which
contributes to sustained melanogenesis in melasma®’. Numerous studies have underscored the

effectiveness of both topical and oral antioxidants in mitigating hyperpigmentation®®

Nicotinamide (NIC), or niacinamide, aside from playing a role in energy metabolism and
DNA synthesis regulation, exhibits notable biological effects, including depigmenting and
photoprotective actions. NIC can prevent photocarcinogenesis and protect against UV-induced
immunosuppression, leading to improvement in epidermal homeostasis and cellular bioenergetics in
oxidative stress-exposed skin. In addition, it delays the transfer of melanosomes from melanocytes
to keratinocytes®!?. Also restores the skin barrier by increasing protein and ceramide synthesis and

keratinocyte differentiation.

Vitamin C (VC) is a potent antioxidant and is the most abundant in human skin. In the
cytoplasm of keratinocytes, melanocytes, and fibroblasts, enzymes related to VVC participate in the

neutralization of free radicals and reduction of solar erythema and melanogenesist®!*. Topical VC



31

also prevents oxidative damage from UVA radiation and particulate hydrocarbon pollutants,
reversing epithelial damage, collagen and lipid synthesis in the skin barrier>1°

L-ascorbic acid is the most biologically active form of VC. However, the hydrophobic
structure from the stratum corneum reduces its penetration, and pH above 3.5 reduces the L-
ascorbic acid stability. In this context, the industry challenge is to develop stable formulations and
VC derivates that have efficient transepidermal delivery to maximize the concentration of active
vitamin C in the skin, like magnesium ascorbyl phosphate (VCPMG)?,

Melasma is characterized by a local defective skin barrier function'”®. Topical hyaluronic
acid (HA) enhances epidermal hydration, and binds to extracellular matrix molecules and cell
surface receptors, thereby regulating cellular behavior by controlling the tissue's macro and
microenvironments. Humectants, such as HA, contribute to the restoration of the skin barrier and

facilitate the penetration of active substances through the skin®®.

It is important to explore safe and effective alternatives to HQ. To date, no randomized
controlled study has evaluated the response to the combination of NIC + VCPMG + HA in the

treatment of facial melasma Therefore, we propose a study that compares this combination with

HQ.

Materials and Methods

A multicenter, double-blind, randomized and controlled clinical trial involving 50 women
with facial melasma was conducted at UNIFESP (S&o Paulo - SP), FMB-Unesp (Botucatu - SP) and
Corium Clinic (Presidente Prudente - SP). Participants were recruited from dermatological patients
between May and August 2023. The diagnosis of facial melasma was established through clinical
and dermoscopic examination by an experienced dermatologist. The study protocol received
approval from the Institutional Review Board, all participants signed informed consent, and the
protocol  was  registered in  the Brazilian Registry  of  Clinical  Trials

(https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-4mkfmr8).

Inclusion criteria comprised women aged between 18 and 60 years old, presenting moderate
to severe facial melasma (Melasma Area and Severity Index - mMASI>4), without treatment for at

least 45 days, except for sunscreen use during the washout period. Pregnant and lactating women
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and individuals with hypersensitivity or previous side effects to the studied medications were not
included.

Participants were instructed to apply on the facial spots, a gel cream containing 10% NIC +
5% VCPMG + 5% HA (NIC group) twice daily or to use only 4% HQ gel cream at night and an
identical placebo in the morning (HQ group) for 60 days. All products were compounded at the

same compounding pharmacy.

The treatment protocols were randomized in blocks through computer simulation, and the
participants were consecutively allocated. The researchers had no access to the randomization list
(central randomization). At the inclusion (DO), each participant received a brown envelope
containing a numbered metal tube, with numbers ranging from 1 to 50, and they were randomized

into two groups:

- NIC Group: received broad-spectrum tinted sunscreen (Episol color, SPF 70) and two tubes
(morning and night) containing 10% NIC + 5% VCPMG + 5% HA gel cream, applied twice daily
for 60 days.

- HQ Group: received the broad-spectrum tinted sunscreen, a tube with 4% HQ gel cream for

nightly use, and another identical tube containing a topical placebo for morning use for 60 days.

Clinical and demographic data were evaluated at the inclusion. At DO, D14, and D60,
standardized photographs, colorimetric measurements, assessments of clinical severity using
MmMASI, and evaluations of the quality of life through the Melasma Quality of Life Scale
(MELASQoL) were performed>2,

Colorimetry was assessed by calculating the difference in colorimetric luminosity (Dif*L)
between the skin affected by melasma and the adjacent unaffected skin (<2 cm distance), measured
using the CR-400 Chroma Meter (Konica Minolta®). These measurements were performed on the

same facial region on each visit.

The primary outcome was the change in mMASI from baseline at each visit. Secondary
outcomes included differences in MELASQoL, Dif*L, and GAIS (Global Aesthetic Improvement
Scale). GAIS is a 5-point scale used to evaluate the overall improvement in a patient's appearance
after a specific treatment or procedure, ranging from "worse" to "very much improved"?!, These
assessments were conducted by a blinded investigator not involved in the initial evaluations or in

the follow-up assessments.
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Additionally, participants were questioned during follow-up assessments on day 14 and day
60 regarding product tolerability, compliance, adverse effects, and the daily frequency of sunscreen
applications. They also provided a subjective improvement evaluation at D14 and D60, categorizing
the evolution of melasma as worsening, neutral, mild improvement, moderate improvement,

significant improvement, and exceptional improvement.

The sample size was calculated to detect a minimum of a 10% difference in mMASI
reduction between the groups, assuming an equivalent standard deviation. We set the power at 90%

and alpha at 5%, accounting for up to a 10% potential dropout rate?.

All outcomes were analyzed on an intention-to-treat basis?®. The absolute reduction in scores
(D14-D0 and D60-DO0) and the difference in the categorical scores (e.g., GAIS and subjective
perception of improvement) between groups were assessed using the Mann-Whitney test. The
frequency of irritative adverse effects was compared between the groups using Fisher's exact

test?»?5, Significance was set at a p-value <0.05%.

Results

The main clinical and demographic variables of the groups at inclusion are presented in
Table 1, and no differences were observed between the groups (p >0.1). Out of the initially enrolled
50 patients, there was one loss to follow-up on day 60 in the HQ group, and one withdrawal of
consent in the NIC group, both of which were unrelated to the treatment. The study flowchart
according to CONSORT 2010 is presented in Figure 1.
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Table 1. Clinical and demographic data of the participants (n = 49).

Variables NIC HQ
n 24 25
Age (years), mean (SD) 44.0 (5.7) 44.8 (7.1)

Skin phototype, n (%)

I 6 (8%) 3 (12%)
" 30 (42%) 9 (36%)
v 33 (46%) 8 (32%)
\% 3 (4%) 5 (20%)
Age of onset, mean (SD) 31.4 (6.1) 28.3 (8.9)
Family occurrence, n (%) 17 (71%) 20 (80%)
mMASI, mean (SD) 6.2 (3.1) 7.2 (4.4)
MELASQoL, mean (SD) 44.7 (17.9) 50.7 (15.3)
Dif*L, mean (SD) 5.0 (2.1) 4.7 (2.7)

mMASI: modified Melasma Area Severity Index; MELASQoL: Melasma Quality of Life Scale;
Dif*L: difference between colorimetric luminosity (*L) from the melasma to the adjacent

unaffected skin.
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Excluded (n=0)

« Other reasons (n = 0)

Randomized (n= 50)

+ Not meeting inclusion criteria (n = 0)
+ Declined to participate (n = 0)

Allocation

NIC
Allocated (n=25)
Receive allocated intervention (n =25)
Did not receive allocated intervention (n = 0)

HQ
Allocated (n=25)
Receive allocated intervention (n = 25)
Did not receive allocated intervention (n = 0)

Follow-up
Lost to follow-up (personal reasons) (n =0
. ) P ® . o )( ) Lost to follow-up (personal reasons) (n = 1)
Discontinued intervention (withdrawal of . ) . . .
, _ Discontinued intervention (give reasons) (n = ()
consent) (n=1)
Analysis

Intention to treat analysis (n = 24)
Excluded from analysis (n = 0)

Intention to treat analysis (n = 24)
Excluded from analysis (n = 0)

Figure 1. Study flowchart according to CONSORT 2010.

The main outcomes are summarized in Figure 2. Both groups showed progressive

improvement in clinical outcomes (Figures 3 and 4) and quality of life, with no difference between
the groups (p>0.2). Within the NIC group, the mean reduction (95% CI) in mMASI was 16% (8-
24%; p<0.05) on D14 and 32% (23-41%; p<0.01) on D60, while for the HQ group, it was 10% (7-
24%; p<0.05) on D14 and 43% (34-52%; p<0.01) on D60, respectively.
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Figure 2. Main outcomes for D14 and D60. (A) Percentage reduction in mMASI score; (B)

Percentage reductions in colorimetric difference between healthy and affected skin; (C) percentage
reduction in MELASQoL; (D) and (E) GAIS scores at D14 and D60.

Figure 3. Facial melasma treated with topical 10% nicotinamide + 5% magnesium ascorbyl
phosphate + 5% hyaluronic acid. Standardized photography from the inclusion, after 14 and 60
days.
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Figure 4. Facial melasma treated with 4% hydroquinone. Standardized photography from the
inclusion, after 14 and 60 days.

Additionally, both groups demonstrated reductions in MELASQoL (95% CI) on D14 and
D60, with a mean reduction of 18% (12-23%; p<0.01) on D14 and 30% (22-39%; p<0.01) on D60
in the NIC group. The HQ group showed reductions of 20% (10-31%; p<0.01) on D14 and 33% (2-
46%; p<0.01) on D60.

Reductions in luminosity difference (colorimetry) were observed in the NIC group, from 7%
(3-22%; p<0.05) on D14 to 17% (0-34%; p<0.05) on D60. In the HQ group, the reductions were
from 18% (6-43%; p<0.01) on day 14 to 27% (13-43%; p<0.01) on D60.

The GAIS score did not differ between the groups on both D14 and D60 (p>0.05). Any
improvement was evidenced in 5 (21%) and 11 (46%) participants in the NIC group on D14 and
D60, respectively, and 11 (44%) and 18 (75%) in the HQ group.

Both treatments were well tolerated, with no serious adverse effects. In the NIC group,
seven cases of mild itching (29%) were observed on D14, while on D60, three cases (13%; p=0.11)
of mild acne and three cases (13%) of burning/itching were observed, all resolving spontaneously
without the need for intervention. In the HQ group, nine cases (36%; p=0.85) of irritation/dryness
were noted on D14, and nine cases (38%; p=0.10) on Day 60, which were advised to use

moisturizer, achieving complete resolution without treatment interruption.

All participants used the treatment for at least six days per week, and all applied sunscreen at
least twice a day.
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According to participants' subjective evaluations, on D14, perceived improvement was
reported by 71% of NIC group participants and 76% of HQ group participants (p =0.15); on D60,

both groups showed improvement in 92% of cases (p =0.78).

Discussion

A consistent improvement was observed in clinical measures, quality of life scores, and
colorimetric measurements in women with melasma treated with 4% HQ gel cream for 60 days.
Similarly, those treated with 10% NIC + 5% VCPMG + 5% HA gel cream up to day 60 also
showed progressive favorable results. The participants of the study represented a usual sample of
Brazilian adult women with melasma, regarding clinical and epidemiological data from previous

studies?’-3°.

In this trial, which was conducted as a between-groups comparison to avoid confounding
bias during product application, the topical combination of NIC + VCPMG + HA achieved

numerically inferior clinical results compared to HQ on D14 or D60.

In a prior study comparing the 4% NIC and 4% HQ, where participants applied one product
to each side of the face (split face), a significant improvement was observed in 44% of patients
using NIC and 55% using HQ after two months. However, side effects were more prevalent with
HQ (29%) compared to NIC (18%), indicating the better tolerability of NIC and a higher safety
profile®. This study also assessed histopathological characteristics of melasma-affected skin before
and after the use of 4% NIC, revealing a significant reduction in melanin content in the epidermis,

as well as decreased inflammatory infiltrate and solar elastosis®.

The efficacy of topical NIC in skin depigmentation was evaluated through a randomized
clinical trial involving 18 Japanese women. NIC 5% was applied to one side of the face, while a
moisturizer was applied to the contralateral side. The results after eight weeks demonstrated a
reduction in pigmentation in the intervention side compared to the control side®. In our sample, the
topical combination of NIC + VCPMG + HA promoted 32% mMASI reduction in 8 weeks, with

excellent tolerability.

A study conducted with Chinese women observed, after 16 weeks of using 10%

nicotinamide, an average reduction of 36% in mMMASI in 14 participants with melasma, without
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observing any adverse effects. However, the comparator group, which combined this regimen with
biweekly salicylic acid peels, showed superior performance®”.

Another study aimed to investigate the role of interleukin 6 (IL-6) and endothelin-1 (ET-1)
receptors in the increased dendricity of melanocytes in hyperpigmented facial lesions and the action
of NIC in suppressing these ligands. The study observed that IL-6 and ET-1 increased melanocyte
dendricity, consequently enhancing the transfer of melanosomes from melanocytes to keratinocytes.
Therefore, this study demonstrated that NIC was effective in reducing the release of IL-6 and ET-1

from keratinocytes, inhibiting melanocyte dendricity, confirming its role in skin depigmenting®.

VCPMG is a stable, lipophilic, and esterified form of \VC that remains stable at neutral pH2®.
An in vitro study has shown its potential to protect keratinocytes against UVA irradiation, possibly
by increasing glutathione levels®. Additionally, other in vitro results demonstrated that it induces
collagen synthesis to a similar extent as ascorbic acid“’. Further histologic studies on the topical
combination of NIC + VCPMG + HA are warranted.

The time taken for a basal keratinocyte to reach the stratum corneum is approximately 28
days. Therefore, the early evaluation on D14 aimed to identify adverse effects and assess whether
the protection of the skin barrier provided by topical NIC and HA would significantly influence the
treatment of melasma, considering the limited time for a full cell cycle. The assessment of the
isolated effects of the 5% VCPMG, or the 10% NIC in melasma demands specific designs.

Possible limitations of the study include the short duration of the intervention, modest
sample size, lack of histopathologic analysis, as well as the assessment of relapses after stopping the
treatments. Additionally, the study was not self-controlled, making it impossible to exclude intrinsic
patient response factors. The use of this combination in longer treatment regimens for melasma is

warranted.
Conclusion

The topical combination of NIC + VCPMG + AH, was found to be safe and well-tolerated,
although its overall clinical efficacy was numerically inferior to 4% hydroquinone. It should be
considered as an alternative treatment for facial melasma, especially for patients with poor

tolerability or treatment failure with HQ, as well as maintenance therapy after hydroguinone use.
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4, CONCLUSOES

A combinacdo de nicotinamida 10%, VCPMG 5% e acido hialurénico 5%, em gel creme,
aplicado duas vezes ao dia, por 60 dias foi bem tolerada e levou a redugdo progressiva dos escores
clinicos, de qualidade de vida e colorimetria, de mulheres portadoras de melasma facial.

A melhora clinica e de qualidade de vida desse regime ndo demonstrou diferenca quando
comparada a intervencdo com hidroquinona. Entretanto, a melhora do escore colorimétrico foi
inferior a promovida pela hidroquinona, no fim do seguimento.

Em pacientes portadores de melasma com falha terapéutica, contraindicagdo ou efeitos
adversos relacionados a hidroquinona, a combinacdo de nicotinamida 10%, VCPMG 5% e acido
hialurénico 5%, deve ser considerada, bem como seu uso como terapia de manutencdo ap6s 0 uso

de hidroguinona, além de ser segura na gestacao e lactacao.
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Paciente:

USO TOPICO

1) Tratamento MANHA gel Creme ---------=-mmmmmemmmmmmeeeeeeeeeeee 01 Tubo
Aplicar na face, uma vez ao dia, cedo, por 8 semanas.

2) Tratamento NOITE gel creme ---------=-----mmmmmmmmmmmm oo 01 Tubo
Aplicar na face, uma vez ao dia, ao deitar, por 8 semanas.

3) Filtro solar com cor de amplo espectro FPS 60 ----------------------- Continuo
Aplicar na face pela manhé e reaplicar a cada 3 horas.
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APENCIDE 2 - ANAMNESE DO

Data: / / Grupo

Nome:

Telefone de contato: Data de Nascimento:
Fototipo: Profissdo/Ocupagéo:

Exposicao solar diaria ( ) Ndo ( ) Sim — Quanto?
Comorbidades:
Medicamentos em uso:

Uso de ACO: Tempode uso:

Tabagista ( ) Nao ( ) Sim: Anos.Maco.G__ P A C
Antecedente familiar de melasma () N&o ( ) Sim — Quem?

Idade do surgimento do melasma: . Primeiro local de acometimento:

Fator desencadeante:

Tratamentos ja empregados

( ) Clareador de manutencéo ( ) Hidroquinona / Férmula tripla
( )Acidotranexamico ( ) Antioxidantes (picnogenol, luteina...)
( )Peeling () LIP () Laser () Microagulhamento ( ) Outros:
Obs:

APENDICE 3 - REAVALIACAO D14 E D60

Nome: Data / /

1) Uso regular do produto? () Sim () Nao
2) Efeitos Colaterais do produto: ( )Nao () Sim

Se sim, quais?

3) Fez uso regular (a cada 3 horas) do filtro solar? ( ) Sim ( ) Nao

Se fez uso irregular, quantas vezes aplicou ao dia?
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ANEXOS

ANEXO 1:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO 466/12-CNS-MS)

Vocé foi convidada a participar de um projeto de pesquisa chamado “EFICACIA E SEGURANCA
DA NICOTINAMIDA 10% ASSOCIADA A VCPMG 5% E ACIDO HIALURONICO 5%
TOPICA, DUAS VEZES AO DIA, COMPARADA A HIDROQUINONA 4% EM MULHERES
BRASILEIRAS COM MELASMA: UM ENSAIO CLINICO DUPLO-CEGO, RANDOMIZADO E
CONTROLADO” que pretende estudar a eficacia do tratamento do melasma com Nicotinamida
10% associada a vitamina C PMG 5% e &cido hialurdnico 5%.

A pesquisa constard da realizagdo de duas consultas medicas. No primeiro dia, seu rosto serd
avaliado e fotografado, serdo realizadas perguntas sobre sua qualidade de vida, ser& orientado 0 uso
do protetor solar.

Cada participante recebera dois tubos, que pode ser de Nicotinamida + VCPMG + Acido
hialurdnico para aplicacdo duas vezes ao dia, pela manha e a noite, ou um de Hidroquinona para
aplicacdo uma vez ao dia, a noite e um de Placebo para aplicacdo uma vez ao dia, pela manha.

Séo complicacBes possiveis do tratamento: prurido (coceira), eritema, sensacdo de queimacao
e irritagdo no local de aplicacdo. Se a Sra. apresentar qualquer destes efeitos, entrar em contato
imediatamente com o pesquisador.

Apos 60 dias do inicio do estudo, todas as participantes serdo reavaliadas e fotografadas. Até
0 momento, 0 que existe evidéncia de melhorar efetivamente 0 melasma é o uso de protetor solar
associado a creme clareador de uso diario.

As fotos serdo tiradas com finalidade cientifica ou de educacdo médica. Dessa maneira,
podem ser publicadas em artigo cientifico de livre acesso na Internet ou livro texto. Além disso,
podem ser apresentadas, isoladas ou acompanhadas por assuntos escritos, impressos, graficos ou
audios, aos profissionais de saude. Os seus dados pessoais serdo totalmente preservados e as fotos
andnimas, com tarja sobre os olhos.

Caso vocé queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer custo em relacdo aos
tratamentos que serdo utilizados e estara contribuindo para o melhor conhecimento do melasma e
dos seus tratamentos. Ha o potencial beneficio de melhora da qualidade da sua pele com o
tratamento.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e isso ndo vai interferir com seu
tratamento nas Instituicbes ou preferéncia de agendamento médico. Vocé poderd retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem nenhum prejuizo. E garantido total sigilo do seu
nome em relacdo aos dados relatados nesta pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, a Sra. tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas.Caso
necessario, sera garantido o direito a assisténcia integral e gratuita ao participante, devido a danos
decorrentes da participacdo na pesquisa e pelo tempo que for necessario. Assim como é garantido o
direito de buscar indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

Se desejar conhecer o resultado da pesquisa, ou o seu resultado em especifico, deve entrar em
contato com os pesquisadores, pelos telefones abaixo.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00
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as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido Junior — Botucatu - S&o
Paulo. Os dados de localizacéo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

Uma via desse termo de consentimento deve ser guardada com o sujeito da pesquisa, e outra
sera arquivada junto ao pesquisador.

“Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “EFICACIA E SEGURANCA DA NICOTINAMIDA 10%
ASSOCIADA A VCPMG 5% E ACIDO HIALURONICO 5% TOPICO DUAS VEZES AO DIA,
COMPARADA A HIDROQUINONA 4% EM MULHERES BRASILEIRAS COM MELASMA:
UM ENSAIO CLINICO DUPLO-CEGO, RANDOMIZADO E CONTROLADO?”. Ficaram claros
para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou
perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servi¢o.”
Nome do paciente:

Assinatura;

“Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria, o Consentimentos Livre e Esclarecido
desta participante da pesquisa (ou representante legal) para a participacdo neste estudo. Declaro
ainda que me comprometo a cumprir todos os termos aqui descritos.”

Pesquisador:

Data: / / Assinatura;

Orientador: Hélio Amante Miot, Rua Magnolia, 400, Botucatu. Fone: (14) 3882-4922. E-mail:
heliomiot@fmb.unesp.br

Pesquisadora: Mayla Martins Conti Barbosa, Rua Cardoso de Almeida, 2581- Botucatu. Fone: (63)
99954-7471. E-mail: mayla_conti@hotmail.com.

Pesquisadora: Rebecca Perez de Amorim, Rua Salim Kabhil, 470 - Botucatu. Fone: (91) 99185-4243.
E-mail: rebeccapamorim@outlook.com.

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP - Av. Prof. Mario Rubens Guimardes Montenegro,
s/n CEP 18618687 - Botucatu, SP - Brasil; Tel (14) 3880-100




ANEXO 2 - APROVACAO NO CEP

éﬁ;}' UNESP -FACULDADE DE w«@
<*  MEDICINA DE BOTUCATU asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: EFICACIA E SEGURANGCA DA NICOTINAMIDA 10%, ASSOCIADA AO VCPMG 5% E
ACIDO HIALURONICO 5% TOPICO, DUAS VEZES
AO DIA, COMPARADO A HIDROQUINONA 4% EM MULHERES BRASILEIRAS COM
MELASMA: UM ENSAIO CLINICO DUPLO-CEGO, RANDOMIZADO E CONTROLADO

Pesquisador: Hélio Amante Miot

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 59640822.0.0000.5411

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 5.752.812

Apresentacao do Projeto:

As informagoes descritas nos campos “Apresentacao do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagao dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas dos documentos e arquivo - Informagoes Basicas da Pesquisa.
INTRODUGAO:

Melasma & uma hipermelanose cutanea cronica adquirida, caracterizada por maculas castanhadas,
simétricas e irregulares dispostas em areas foto expostas, especialmente a face, acometendo
principalmente mulheres entre 30-55anos, que cursa com comprometimento estético, causando prejuizos
emocionais importantes. Estudos comprovam que a pele acometida por melasma quando comparada a pele
sa adjacente, apresenta aumento de melanina em todas as camadas da epiderme, elastose solar e ha
proeminéncia dos melanossomas e ja é conhecido também a influéncia do estresse oxidativo. Fatores de
risco bem estabelecidos, como radiagao ultravioleta (RUV), gravidez, fatores genéticos, farmacos, estao
entre os fatores

etiologicos. Existem diversos tratamentos com bons resultados e estudos promissores no uso de
antioxidantes, como a nicotinamida, dentre as opgoes terapéuticas.

2.3 PERGUNTA NORTEADORA

O uso da nicotinamida 10% associada a VCPMG 5% e éacido hialurénico 5% gel creme, duas vezes ao

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubiao Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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ANEXO 3 - Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC)

RBR-4mkfmr8 The benefit of Nicotinamide + Vitamin C + Hyaluronic Acid, compared to Hydroquinone in the treatment of

Melasma
Date of registration: 03/20/2023 (mm@dfryyyd

Last approval date : 03/20/2023 (mmddirry
¢« UTMcode: U1111-1281-6663
+ Public title:

Study type:

Interventional

Scientific title:

Trial identification




ANEXO 4
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
DEPARTAMENTO DE DERMATOLOGIA E RADIOTERAPIA

Nome:

Questionéario de qualidade de vida
Considerando a sua doenca, melasma, e a
Gltima semana antes dessa consulta, como
VOCEé se sente em relagdo:
1) A aparéncia da sua pele:
( ) Nem um pouco incomodado
() N&o incomodado na maioria da vezes
( ) Néo incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
() Incomodado todo tempo
2) Frustracdo pela condicdo da sua
pele:
( ) Nem um pouco incomodado
() Néo incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
( ) Incomodado todo tempo
3) Constrangimento pela condicéo da
sua pele
( ) Nem um pouco incomodado
() Néo incomodado na maioria da vezes
( ) Néo incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
() Incomodado todo tempo
4) Sentindo-se depressivo pela
condicdo da sua pele
( ) Nem um pouco incomodado
() Néo incomodado na maioria da vezes
( ) Néo incomodado algumas vezes
( ) Neutro
() Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
() Incomodado todo tempo
5) Os efeitos da condi¢do da sua pele
no relacionamento com outras

pessoas (por exemplo: interacOes
com a familia, amigos,
relacionamentos intimos)
( ) Nem um pouco incomodado
() Nao incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
( ) Incomodado todo tempo
6) Os efeitos da condicdo da sua pele
sobre o desejo de estar com as
pessoas
( ) Nem um pouco incomodado
() N&o incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
( ) Incomodado todo tempo
7) A condicdo da sua pele dificulta a
demonstracao de afeto
( ) Nem um pouco incomodado
() Néo incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
( ) Incomodado todo tempo
8) As manchas na pele fazem vocé nao
se sentir atraente para os outros
( ) Nem um pouco incomodado
( ) N&o incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
( ) Incomodado todo tempo



9) As manchas na pele fazem vocé se
sentir menos importante  ou
produtivo

( ) Nem um pouco incomodado

() N&o incomodado na maioria da vezes
( ) Néo incomodado algumas vezes

( ) Neutro

( ) Incomodado algumas vezes

( ) Incomodado na maioria das vezes

( ) Incomodado todo tempo
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10) As manchas na pele afetam o
seu senso de liberdade
() Nem um pouco incomodado
( ) N&o incomodado na maioria da vezes
( ) N&o incomodado algumas vezes
( ) Neutro
( ) Incomodado algumas vezes
( ) Incomodado na maioria das vezes
() Incomodado todo tempo



ANEXO 5 - COLORIMETRIA

Nome da participante:

L*

A*

B*

TO melasma — medida 1

TO melasma — medida 2

TO melasma — medida 3

TO pele adjacente — medida 1

TO pele adjacente — medida 2

TO pele adjacente — medida 3

T8 melasma — medida 1

T8 melasma — medida 2

T8 melasma — medida 3

T8 pele adjacente — medida 1

T8 pele adjacente — medida 2

T8 pele adjacente — medida 3




