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RESUMO

O &cido p-cumarico (APC) é um composto fendlico ndo flavondide que apresenta
seguranca e eficacia bem descritas na ciéncia dos alimentos devido suas propriedades
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatdria, antimicrobiana e por apresentar baixa
toxicidade oral. Essas propriedades sdo pouco exploradas em produtos para cuidados
com a pele. O objetivo do presente estudo foi avaliar de forma in vitro a seguranca e a
eficacia do APC e incorpora-lo em emulsdo cosmética 6leo em agua (O/A). Nossos
estudos in vitro e alternativos ao uso de animais foram conduzidos para verificar a
citotoxicidade do APC em células de queratindcitos (HaCat) e fibroblastos humanos
(HDFa), o potencial de irritagdo ocular (HET-CAM) e a atividade antimicrobiana em
diferentes cepas. Emulsdes contendo APC foram submetidas ao estudo de estabilidade e
de liberacdo, retencdo e permeacdo cutaneas. Resultados: o ICsp do APC em células
HaCat e HDFa foi 693,57 e 2.814,75 pug/mL, respectivamente. Além disso 100 pg de
APC foram levemente toxicos em membrana corioalantdica de ovo embrionado. As
concentracdes bactericidas minimas em cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e S.
epidermidis, foram 3.000 pg/mL, 1.875 pg/mL, 3.750 pg/mL e 3.750 pg/mL,
respectivamente. Emulsdes contendo diferentes concentracGes de APC foram estaveis
durante o periodo de estabilidade acelerada. Ap6s 12 horas 91,08 + 0,03% do APC foi
liberado da formulacéo e ap6s 24 horas, 0,52 + 0,18% e 0,94 £ 0,37% ficaram retidos
no estrato corneo e na epiderme/derme, respectivamente. Nossos resultados indicam que
as concentracdes de APC estudadas podem ser eficazes e seguras para uso em
cosmeéticos, incluindo aqueles para uso na regido dos olhos, ainda que estudos

complementares sejam necessarios.

Palavras-chave: Acido p-cumarico. Atividade antimicrobiana. Citotoxicidade. Estudo
de estabilidade.



ABSTRACT

p-Coumaric acid (PCA) is a non flavonoid phenolic compound whose safety and
efficacy widely described in food science papers due to antioxidant, antitumor, anti
inflammatory properties, and low oral toxicity. These characteristics are poorly or no
described when PCA is added to skin care products. The aim of the present study was to
evaluate the safety and efficacy of PCA through in vitro assays, and then add it in oil in
water cosmetic emulsion (O/W). Our in vitro trials, without animal use were conducted
to predict PCA’s cytotoxicity in HaCat and HDFa cells, ophthalmic irritation potential,
and antibacterial activity against differents strains. Emulsions with PCA has been tested
to predict shelf life, dermal absorption, and dermal retention. Results: PCA’s ICso in
HaCat and HDFa cells was 693.57 and 2,814.75 ug.mL-1, respectively. In addition 100
pug of APC were slightly toxic in chorioallantoic membrane assay. The minimum
bactericidal concentrations against E. coli, S. aureus, P. aeruginosa and S. epidermidis
strains were 3,000 pg.mL?, 1,875 pg.mL?, 3,750 pg.mL?, and 3,750 pg.mL?,
respectively. Emulsions containing 0.04%, 0.06%, 0.08% and 0.10% of PCA were
stable during self life testing for ninety days. After 12 hours 91.08 + 0.03% of PCA was
released of the emultion, and after 24 hours 0.52 + 0.18% and 0.94 £ 0.37%, were
present in stratum corneum and epidermis/dermis, respectively. Our findings indicate
that PCA concentrations would be effective and safe to use in cosmetic products, even

eye cosmetics, although complementary assays are necessary.

Keyword: p-Coumaric acid. Antibacterial activity. Cytotoxicity. Shelf life testing.
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EPPC Emulsdo cosmética sem acido p-cumarico (placebo)
EtOH Etanol

FDA Food and Drug Administration

FIT Freeze and Thaw (Congelamento e descongelamento)
G Forca G (gravidade)

g Grama

al Graus de liberdade

H20 Agua

HaCat Queratinécito humano

HDFa Human Dermal Fibroblast (Fibroblasto humano)
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICso0 ou IC50 Concentracdo inibit6ria 50%

INCI International Nomenclature of Cosmetic Ingredientes (Nomenclatura

internacional de ingredientes cosméticos)

IS indice de irritagio
L Litro
LD Limite de deteccdo

LQ Limite de quantificacéo



m/m
m/v
MEM
MetOH
mL
mPas
MQ
MTT
NAD
Nm
O/A
PBS
pH
PTFE
RDC
RE
RPM
SE
SQ
SQR
ST
TP

TSB

Molar
Massa por massa
Massa por volume

Minimum Essential Media

Metanol
Mililitro
Mili Pascal

Média dos quadrados
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Nandmetros

Oleo em agua

Phosphate Buffer Saline (Tampé&o Fosfato)
Potencial hidrogenidnico
Politetrafluoretileno

Resolucédo da Diretoria Colegiada
Resolucéo

Rotacdes por minuto

Solucdo estoque

Soma dos quadrados

Substancia quimica de referéncia

Sem tratamento

Tape stripping

Caldo Soja Tripticaseina



UFC Unidade formadora de colbnia

ul Unidade internacional

uUvVv-VvIS Ultravioleta-visivel

V Volume
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1 INTRODUCAO

A pele que habitamos exerce fascinio sobre os seres humanos desde os periodos
mais primitivos. Durante toda a historia da humanidade houve relatos correlacionando a
pele com suas func¢des de manutencédo da vida, preservacdo da salde e diferenciacdo das
pessoas em tribos, comunidades ou classes sociais. A utilizagdo de minerais, raizes,
folhas, unguentos, elixires entre outros datam de periodos anteriores a 3.000 anos antes
da era crista até os dias atuais. A pintura do corpo como demonstracdo de poder e forca
frente ao inimigo e como atrativo sexual sdo conhecidos tanto na Pré-Histéria como no
Egito Antigo e ainda que o uso dessas “técnicas” tenha sido feito inicialmente de forma
empirica, ha indicios que elas evoluiram a medida que a habilidade e inteligéncia
humanas também evoluiram. Existem relatos arqueoldgicos em que a rainha Cledpatra
utilizava pos, lo¢Ges ou pomadas para a area dos olhos preparados com sais de chumbo
que ndo eram encontrados naturalmente no Egito ou regido proxima. (UNGAR et al.,
2002).

A Figura 1 mostra um fragmento do livro de receitas escrito na década de 1940
pelos avds maternos do autor onde pode ser observado ainda que de forma estritamente
empirica, ndo apenas a “receita” de um “medicamento” indicado para uma determinada
patologia, mas também os detalhes do modo de preparo, as quantidades de cada

ingrediente e sua posologia.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
Figura 1. Fragmento do Livro de Receitas de Familia
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A medida que as ciéncias evoluiram, surgiram produtos especificos para uso
sobre a pele, os chamados cosméticos. O termo cosmético origina-se do grego
Koopntikog, kosmetikos e tem origem no termo grego kosmetés, que descrevia o escravo
ou ajudante que era responsavel por arrumar as roupas, perfumes e pinturas de sua
senhora. Esses objetos eram chamados kosmesis, que explica a palavra “cosméticos”
(“Origem da palavra Cosméticos”, [s.d.]). Com o surgimento dos cosméticos surge,
também, a necessidade de regulamentacdo desse setor e assim sdo criados topicos
especificos sobre cosméticos nas legislacdes das agéncias regulatdrias, como a Agéncia
Regulatéria Americana (FDA) criada em 1906 e a Agéncia Regulatéria Brasileira
(ANVISA) criada em 1999, entre outras agéncias (SALVADOR; CHISVERT, 2007).

Nesse cenario evolutivo, o segmento cosmético passa a desempenhar papel
importante na sociedade ndo apenas por oferecer produtos cada vez mais tecnoldgicos,
mas também pela possibilidade de desenvolver e disponibilizar produtos especificos as
necessidades da populacdo, que apresenta expectativa de vida cada vez maior
(KASRIEL-ALEXANDER, 2016).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a populagédo
brasileira em 2018 ultrapassou os 209 milhdes de habitantes, sendo 51,09 e 48,91%
mulheres e homens, respectivamente. Do total da populacdo brasileira 9,22% apresenta

idade acima dos 65 anos (“IBGE | Proje¢do da populagao”, [s.d.]).

Segundo dados da Associacdo Brasileira para a Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil representa 6,9% do consumo mundial de
produtos cosméticos, ocupando a 42 posicdo em faturamento e a 8% em consumo de
produtos para cuidados com a pele (ABIHPEC, 2016).

Esses dados ratificam a importancia do desenvolvimento de produtos seguros e
eficazes que atendam as necessidades de cada grupo populacional (KASRIEL-
ALEXANDER, 2016). Por esses motivos e tendo como base os dados historicos,
tecnoldgicos e mercadoldgicos, nosso grupo de pesquisa dedicou-se a estudar 0s
compostos fendlicos com potencial para uso em produtos cosméticos. Entres esses
compostos fenolicos estdo os acidos p-cumarico, galico, ferdlico, caféico, carndsico,

vanilico, gentisico, ursolico, entre outros.

Esse estudo envolvendo a aplicagdo do &cido p-cumarico foi desenvolvido em

duas fases. Na primeira fase foram verificadas as propriedades quimicas e os dados de
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seguranca e eficacia do &cido p-cumarico através da fundamentacgéo teorica e revisdo da

literatura. Nessa fase foram executados também estudos in vitro para determinagdo de

sua seguranca e eficacia. Na segunda fase foram desenvolvidas emulsdes cosméticas

para aplicacdo de diferentes concentracbes do acido p-cumarico, determinacdo da

estabilidade fisico-quimica e avaliacdo dos perfis de liberacdo, permeacdo e retencédo

cutaneas (Figura 2).

Acido

p-Cumarico

|

)

Avaliacdo de Seguranca
n vitro

Avaliacdo de Eficacia
in vitro

}

1. Avaliagdo do Potencial
Citotoxico
2. Potencial de Trritagcdo

Ocular (Het-CAM)

A 4

.4

Fundamentacdo
Tedrica
Revisio da
Literatura

!

1.

Avaliagdo da Atividade

Antimicrobiana

Aplicagdo em

Emulsdo Cosmética

|

(9%}

1. Definir % de uso
2. Estudo de Estabilidade Acelerada
Validagdo de Método Analitico (CLAE)
4. Avaliar os perfis de liberagdo,

permeacdo e retenc¢io

Fonte: Autor
Figura 2. Organograma do estudo com o 4cido p-cumarico

—

. Propriedades Quimicas
. Dados de Seguranca
Dados de Eficacia

12 Fase

22 Fase
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6 CONCLUSOES

O estudo de avaliagdo do potencial citotoxico do APC mostrou que a
concentracdo toxica para as células HDFa é cerca de 4 vezes maior que a concentracdo
para as células HaCat. Isso pode estar relacionado ao metabolismo de cada célula. O
APC apresentou baixo potencial de irritacdo ocular pelo método da Membrana
Corioalantoica. Esses resultados sugerem que as concentracGes de APC propostas para

as emulsdes podem ser consideradas seguras.

O APC apresentou atividade antimicrobiana tanto para bactérias Gram positivas
quanto para Gram negativas, 0 que podera permitir seu uso como agente antimicrobiano
isolado ou em associacdo com outros antimicrobianos. A concentracdo de APC
correspondente ao 1Cso para as células HDFa apresentou indice de seletividade para

todos os microrganismos estudados.

As emulsdes permaneceram estaveis ao longo dos 3 meses de estudo de
estabilidade, ainda que algumas alteragdes tenham sido observadas em tempos e
temperaturas distintas.

Os estudos de liberacdo, permeacdo e retencdo cutanea permitiram entender o
comportamento do APC apds sua liberacdo da emulsdo cosmética. Ap6s 12 horas quase
todo APC tinha sido liberado da formulacdo e em 24 horas parte dele foi quantificado
no estrato corneo e parte na epiderme/derme. A diferenca entre a quantidade de APC
retida e a quantidade permeada, pode estar diretamente relacionada a técnica empregada
para a extracdo do ativo das peles de orelha de porco e a solubilidade do APC em

propilenoglicol.

Nossos resultados sugerem que o APC pode ser considerado eficaz, seguro e
estavel para uso em produtos cosméticos, inclusive naqueles para uso na regido dos
olhos, ainda que testes complementares sejam necessarios. A perspectiva a partir desse
estudo é entender se ha sinergismo entre os ativos estudados pelo nosso grupo de

pesquisa.
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