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RESUMO

A demanda por ingredientes multifuncionais e naturais na industria cosmética
influencia a busca de novas matérias-primas inovadoras, que possam atuar
possibilitando beneficios adicionais nas formulacées. Moléculas obtidas por
biotecnologia, como a levana (LEV) e os soforolipidios (SOF), as quais apresentam
natureza sustentavel, atividade versatil e bom desempenho quando em comparacao
aos compostos sintéticos, sdo alguns exemplos. O estudo desenvolvido neste trabalho
apresentou como objetivo o desenvolvimento de um hidratante labial multifuncional
contendo LEV (2,0%) de Bacillus subtilis natto, SOF (1,0%) de Starmerella bombicola
e Oleo essencial de Citrus paradisi (OCP) (0,3%), empregando planejamento
experimental do tipo simplex-centréide. As oito formulagbes desenvolvidas, uma
formulacdo base (FB) e sete formulagdes estudo, foram avaliadas
farmacotecnicamente quanto a pré-estabilidade (teste de centrifuga), caracteristicas
organolépticas e estabilidade preliminar, e quanto aos parametros fisico-quimicos de
pH, espalhabilidade e retencao de umidade. A selecdo da concentracdo dos ativos
ocorreu por meio dos ensaios microbiolégicos de Concentragédo Inibitéria Minima
(CIM) e combinacgao de antimicrobianos, avaliagdo da atividade antioxidante (DPPH)
e pela revisdo da literatura. A selecao da melhor formulacido do estudo ocorreu
posteriormente, através de analise estatistica de Superficie de Resposta, e esta foi
empregada para avaliagdo da eficacia in vivo e analise sensorial (intensidade de
atributos, aceitagao e intencdo de compra). Todas as formulagbes apresentaram pH
entre 6,0 e 7,0, o qual € compativel com a regido labial, e se mantiveram estaveis
frente ao teste de centrifuga, sem a presenca de instabilidades ou separacao de fases.
Estas também preservaram suas caracteristicas organolépticas, inclusive, apds o
periodo de estudo da estabilidade preliminar. A espalhabilidade das formulagdes
apresentou variagéo entre 415,3 e 1217,1 mm?, a retencdo de umidade apresentou
respostas acima de 95% e a capacidade antioxidante foi proxima a 50% para todas
as formulacgdes. A formulacao otimizada (FT), que apresentou as melhores respostas
e, portanto, foi escolhida através das analises estatisticas continha 0,4% de LEV e
0,8% de SOF em sua composi¢ao. A FT desenvolvida auxiliou na manutencao da
hidratacdo e oleosidade labiais ja apresentadas pelos participantes, além de exibir
bom indice de aceitagdo e de intencdo de compra frente aos avaliadores. A
intensidade dos atributos avaliados pelo método sensorial ndo apresentou diferenga
significativa entre a FT e o controle do estudo. A incorporacao dos ativos apresentada
neste trabalho, em uma formulacdo de hidratante labial, é inovadora e apresenta
potencial de mercado, além de ser um cosmético natural e sustentavel, o qual atende
as demandas dos consumidores.

Palavras-chave: Hidratante Labial. Moléculas Biotecnolégicas. Avaliacao da Eficacia.
Analise Sensorial. Cosméticos Naturais.



DAHMER, Debora. Development of a multifunctional lip balm containing levan
from Bacillus subtilis natto and sophorolipids from Starmerella bombicola with
moisturizing, antioxidant and antimicrobial properties. 2023. 140 p. Dissertation
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ABSTRACT

The demand for multifunctional and natural ingredients in the cosmetic industry
influences the search for new innovative raw materials that can act to provide additional
benefits in formulations. Molecules obtained by biotechnology, such as levan (LEV)
and sophorolipids (SOF), which have a sustainable nature, versatile activity and good
performance when compared to synthetic compounds, are some examples. The study
carried out in this work aimed to develop a multifunctional lip moisturizer containing
LEV (2.0%) from Bacillus subtilis natto, SOF (1.0%) from Starmerella bombicola and
essential oil from Citrus paradisi (OCP) (0.3%), using simplex-centroid experimental
design. The eight formulations developed, one base formulation (FB) and seven study
formulations, were pharmacotechnically evaluated for pre-stability (centrifuge test),
organoleptic characteristics and preliminary stability, and for physicochemical
parameters of pH, spreadability and retention of moisture. The selection of the
concentration of the actives occurred through the microbiological assays of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and combination of antimicrobials, evaluation of the
antioxidant activity (DPPH) and through the literature review. The selection of the best
formulation for the study occurred later, through statistical analysis of the Response
Surface, and this was used to evaluate the in vivo efficacy and sensory analysis
(attribute intensity, acceptance and purchase intention). All formulations had a pH
between 6.0 and 7.0, which is compatible with the labial region, and remained stable
in the centrifuge test, without the presence of instabilities or phase separation. These
also preserved their organoleptic characteristics even after the preliminary stability
study period. The spreadability of the formulations varied between 415.3 and 1217.1
mm?, moisture retention showed responses above 95% and the antioxidant capacity
was close to 50% for all formulations. The optimized formulation (FT), which presented
the best responses and, therefore, was chosen through statistical analysis, contained
0.4% LEV and 0.8% SOF in its composition. The FT developed helped to maintain lip
hydration and oiliness already presented by the participants, in addition to showing a
good acceptance rate and purchase intention among the evaluators. The intensity of
the attributes evaluated by the sensorial method did not present a significant difference
between the FT and the study control. The incorporation of the actives presented in
this work, in a lip moisturizer formulation, is innovative and has market potential, in
addition to being a natural and sustainable cosmetic, which meets the demands of
consumers.

Key-words: Lip Moisturizer. Biotechnological Molecules. Effectiveness Assessment.
Sensory analysis. Natural Cosmetics.
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1 INTRODUGAO

Os labios apresentam diversas fungdes fisiolégicas no organismo
humano (NIAMTU, 2018). Estes correspondem a uma extensado da mucosa oral para
a regido externa da face (BIELFELDT et al., 2019), e apresentam histologia bem
definida, sendo constituidos por fino estrato cérneo (EC), formado por células de
renovacdo mais rapida do que aquelas presentes no estrato cérneo normal (LOPEZ-
JORNET; CAMACHO-ALONSO; RODRIGUEZ-ESPIN, 2010).

Devido a sua proeminente localizagao na regido facial, os labios estéo
constantemente susceptiveis a influéncias do ambiente externo. Isto provoca
alteracdes no estado de hidratagao labial (GUEST et al, 2013), aliado ao fato de 0o EC
desta regido apresentar rapida renovagao celular, o que permite que cornedcitos
imaturos sejam expostos a superficie cutanea, permitindo que a agua presente nos
labios apresente maior perda transepidérmica de agua, o que resulta em
ressecamento e aspereza (TAMURA et al., 2016).

O emprego de produtos cosméticos para tratamento labial sdo uma
excelente alternativa para auxiliar na manutencéo e/ou reparacédo da hidratagao dos
labios (BIELFELDT et al., 2019). Nos ultimos anos, a industria cosmética tem prezado
pelo desenvolvimento de formulagdes incorporando matérias-primas naturais, que
apresentem melhor custo-beneficio e que conferem proventos adicionais ao produto.
Exopolissacarideos (EPS), como o acido hialurénico, tem sido vastamente
empregados na cosmetologia com esta finalidade, por serem biocompativeis e
apresentarem diversas propriedades bioativas (DA SILVA et al., 2019; DOS SANTOS
etal., 2011).

A levana (LEV), um EPS de frutose constituido por ligagées do tipo
B(2—6), apresenta elevado potencial para aplicacdo na industria cosmética como
principio ativo, e € descrito na literatura por apresentar diversas potencialidades
farmacoldgicas e propriedades bioativas, tais como antiviral, clareadora, hidratante e
antioxidante, além de ser utilizada como emulsificante e agente encapsulante (RAGAB
et al., 2019; DA SILVA et al., 2020).

Os soforolipidios (SOF) correspondem a biossurfactantes e
apresentam soforoses dissacaridicas(2'-O-B-D- glucopiranosil-1-B-D-glucopiranose)
unidas por ligagdes glicosidicas a uma cadeia de acido graxo (HIPOLITO et al., 2020).
Estes sdo produzidos a partir de cepas fungicas nao patogénicas, por meio de
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processos fermentativos (VARVARESOU; IAKOVOU, 2015). Devido sua baixa
toxicidade, elevada biodegradabilidade e boa compatibilidade com a pele, além de
apresentarem diversas propriedades bioativas, como efeito hidratante, antimicrobiano
e antioxidante, ha elevado interesse no emprego destes biossurfactantes pela
industria cosmética (CHO; NG; YAP, 2022).

O emprego de 6leos essenciais (OE) pela industria cosmética tem
apresentado destaque (SHARMEEN et al., 2021), ndo somente pelo aroma, mas
também, pela variedade de propriedades bioativas e farmacoldgicas advindas destes
(CUNHA et al., 2022). O dleo essencial de Citrus paradisi (toranja ou grapefruit), o
qual é reconhecido como seguro para uso (GRAS), apresenta diversas propriedades
bioativas, tais como antimicrobiana e antifungica, as quais podem ser aplicadas no
desenvolvimento de produtos cosméticos (DOSOKY; SETZER, 2018).

A qualidade de um produto cosmético envolve, dentre varios fatores,
sua eficacia e o aspecto sensorial. Com a finalidade de avaliar efeitos de formulacéo,
o estudo biofisico da pele tém sido amplamente empregado, como alternativa aos
experimentos em animais, pois permite a aplicacdo de métodos que avaliam
caracteristicas cutadneas, como hidratacdo e oleosidade, por meio de técnicas nao
invasivas, rapidas e seguras (MELO; CAMPOS, 2016). Além da comprovagao da
eficacia clinica, € imprescindivel que o produto apresente um bom sensorial
(SHIRATA; CAMPOS, 2016), sendo a analise sensorial uma ferramenta util e
relevante para a cosmetologia, garantindo a qualidade dos produtos desenvolvidos
com base nas expectativas do consumidor e nos beneficios frisados (MARTINS et al.,
2020).

Com base nas informagdes apresentadas, este trabalho apresentou
como objetivo principal desenvolver um hidratante labial multifuncional como novo
cosmético biotecnolégico, contendo levana de Bacillus subtilis natto, soforolipidio de
Starmerella bombicola e 6leo essencial de Citrus paradisi, € avaliar a eficacia in vivo
desta formulagdo, por meio de analise biofisica nao-invasiva da hidratacéo e
oleosidade labiais, bem como, verificar seu efeito sensorial, por meio da definicao de

intensidade de atributos, aceitacao e intencdo de compra.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTOLOGIA LABIAL E O ESTADO DE HIDRATACAO DO ESTRATO CORNEO

Os labios correspondem a uma estrutura que apresenta diversas
fungdes fisioldgicas no organismo humano, como a protegédo da cavidade oral contra
agentes externos, a regulagdo da temperatura e higrometria desta e o auxilio na
ingestdo de bebidas e alimentos (NIAMTU, 2018). Fungdes de relacionamento e
estética também sao atribuidas aos labios, pois através de sua forma e deformacéo,
advém o surgimento de expressdes mimicas e orais durante a comunicagao, sendo
essa estrutura considerada um componente importante na simetria e estética facial
(KAR et al., 2018; KIM et al., 2018).

Como extensdo da mucosa oral para a regiao externa da face, os
labios correspondem a uUnica regido da mucosa oral que esta exposta ao ambiente
externo (BIELFELDT et al., 2019b), a qual é completamente distinta da pele em seu
entorno, por ndo apresentar glandulas sudoriparas ou pelos. A histologia dos labios é
bem definida, sendo essa regido dividida em trés por¢des distintas: a porgéao externa
corresponde a pele, a porgcao intermediaria a zona vermelha dos labios (zona
transicional) e a porgao interna a mucosa labial (GHASEMI; AKBARI, 2022).

A pele, que se estende até a margem vermelha, é constituida por um
epitélio escamoso queratinizado fino e estratificado, o qual apresenta menor
quantidade de cornedcitos do que a epiderme que nao possui foliculos pilosos. Ja a
superficie interna do labio é constituida de epitélio mucoso, o qual é escamoso,
estratificado, espesso e umido. Este também reveste as bochechas e o assoalho da
boca (GHASEMI; AKBARI, 2022).

A zona transicional, também denominada de area vermelha ou borda
vermelha dos labios, é constituida por ténue estrato cérneo (EC, a parte mais
superficial da epiderme), formado por células de renovagdao mais rapida do que
aquelas presentes no estrato corneo normal (TAMURA et al, 2018; BIELFELDT et al.,
2019a), e um epitélio escamoso estratificado queratinizado muito fino, o qual é
desprovido de foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas (Figura 1)
(NIAMTU, 2018). A vermelhiddo desta regiao é proveniente da rica vascularizagao

labial, em que os vasos sanguineos tém acesso proximo a superficie devido as
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numerosas e densamente compactadas papilas dérmicas (GHASEMI; AKBARI,
2022).

Figura 1 - Estrutura da borda vermelha dos labios, em que D: Derme e E: Epitélio.

Fonte: Adaptado de Niamtu (2018).

Devido a sua proeminente localizagao na regiao facial, os labios estao
constantemente suscetiveis a influéncias do ambiente externo, como a radiagao solar,
ventos e temperaturas extremas, e a tratamentos farmacéuticos, incluindo os
cosméticos e produtos dentarios, os quais podem tornar os labios ressecados
(BIELFELDT et al., 2019a). As principais causas do ressecamento e rachaduras
labiais sdo a baixa capacidade de retencdo de umidade do EC e uma fungao de
barreira prejudicada. Devido a rapida renovagao celular do EC labial, cornedcitos
imaturos sao expostos a superficie cutanea, permitindo que a agua presente nos
labios apresente maior perda transepidérmica de agua, devido a baixa funcédo de
barreira e de capacidade de retengao de agua, o que resulta em uma regiao seca e
aspera (TAMURA et al., 2018).

Dos diferentes mecanismos da pele, o estado de hidratacdo do EC é
0 mais comumente alterado no cotidiano (GUEST et al., 2014) e para que uma barreira
intacta seja mantida na epiderme, a quantidade adequada de agua precisa estar
presente nessa superficie. As ceramidas (CERSs), principais constituintes dos lipidios
intracelulares presentes no EC (cerca de 50%), apresentam papel fundamental na
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funcado de barreira e na retengao de agua pela epiderme. Estas, sdo menos presentes
na regido labial quando em comparagéo a outras regides corporais, 0 que acarreta
uma diminuigdo da funcado de barreira e da capacidade de reter agua pelos labios
(TAMURA et al., 2016; ISODA et al., 2018).

A relacdo existente entre as ceramidas e os labios é verificada por
meio da rugosidade labial. O nivel de CERs totais, sua espécie especifica e o numero
total de carbonos constituintes influenciam diretamente na manutencao das fungdes
do EC labial (BIELFELDT et al., 2019b). CERs localizadas na regido dos labios
apresentam menor comprimento de cadeia do que aquelas localizadas em outras
partes do corpo humano, o que auxilia na perda transepidérmica de agua (GFELLER
etal., 2019). Labios com superficie rugosa apresentam fung¢des de barreira diminuidas
quando comparados aqueles com superficie lisa, bem como, menores niveis de CERs
(ISODA et al., 2018) (Figura 2).

abs - »
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Figura 2 - Funcgao de barreira do estrato corneo, destacando as ceramidas.

Barreira de sebo

Fonte: Adaptado de site INNOVIST (2022).

2.2 COSMETICOS LABIAIS EMULSIVOS

Devido as caracteristicas diferenciadas apresentadas pelos labios,
estes necessitam de cuidados especializados. Com o intuito de prevenir o
ressecamento e aspereza destes, mantendo ou elevando os niveis de hidratacdo do
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EC, produtos cosméticos para tratamento labial sdo uma excelente alternativa. Tais
produtos apresentam em sua constituicdo insumos emolientes, como ceras e 6leos,
com o objetivo de reparar/prevenir condicbes de aspereza e ressecamento
(BIELFELDT et al., 2019a; GFELLER et al., 2019).

Avaliando o panorama de consumo de produtos cosméticos no Brasil
no ano de 2023, o pais assumiu a quarta colocacdo no mercado consumidor de
higiene pessoal, perfumaria e cosméticos (US$ 22,9 bilhdes), e a sétima colocagdo
no mercado mundial de consumo de maquiagens (ABIHPEC, 2023). Os cosméticos
labiais correspondem a uma parcela significativa do valor total das industrias
cosmeéticas, pois apresentam produtos sem género especifico para tratamento labial,
0s quais podem ser utilizados tanto pelo publico feminino quanto o masculino. Além
disso, sdo produtos de facil uso, que podem ser aplicados e reaplicados diversas
vezes, e que sao encontrados em diferentes formas fisicas (batom em bala e liquido,
gloss, balm e emulsivos), ficando a critério dos consumidores aquele que melhor
atende as suas necessidades (DAHMER et al., 2022).

Grande parte dos cosméticos labiais encontrados no mercado
apresentam formulacéo anidra, ou seja, sdo constituidos exclusivamente por insumos
lipofilicos, como ceras, manteigas e 6leos vegetais, sem a presenca de agua em sua
composi¢cao. Exemplos destes produtos sdo os batons em bala e liquidos. Uma
excegao a regra sao os produtos labiais emulsivos, ou seja, emulsdes destinadas a
serem aplicadas nos labios (SANGO; BINDER, 2017). Emulsbes correspondem a
sistemas coloidais comumente compostos por dois liquidos imisciveis (normalmente
Oleo e agua), em que um foi disperso no outro, gerando uma fase continua e uma fase
dispersa. Devido a esta caracteristica, estes sistemas sdo muito instaveis, pois nao
ha compatibilidade entre os liquidos formadores, sendo necessaria a presenga de um
agente emulsificante (surfactante) para que ocorra a estabilizagdo e formacao da
emulsdo. A escolha destes surfactantes € determinada por meio de um equilibrio
hidrofilico-lipofilico (EHL) adequado, de modo a estabilizar a emulsao pela redugao da
tensao interfacial existente entre as duas fases (ZHU et al., 2019).

O processo de emulsificagao consiste basicamente na fragmentagao
de um dos liquidos na fase do outro, gerando uma grande quantidade de pequenas
goticulas (RAVERA et al., 2021). De acordo com a fase dispersa, sistemas emulsivos
podem ser classificados em agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) (Figura 3).
Emulsdes do tipo O/A consistem de goticulas de 6leo dispersas na fase aquosa, e
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emulsdes do tipo A/O consistem em goticulas de agua dispersas na fase oleosa
continua (ZHU et al., 2019). Emulsdes apresentam grande importancia na industria
cosmética devido ao fato de serem um dos veiculos mais comuns empregados em
sistemas bifasicos, demonstrando grande versatilidade e uso generalizado em
diversas categorias de cosméticos (VENKATARAMANI; TSULAIA; AMIN, 2020), além
disso, permitem a combinacdo de insumos ativos hidrofilicos e lipofilicos na mesma
formulacdo. Emulsées do tipo O/A comumente sdo empregadas em industrias
cosméticas na manufatura de cremes e logcdes, enquanto emulsdes do tipo A/O séo
utilizadas no desenvolvimento de produtos mais resistentes, como protetores solares
(CALVO et al., 2020). No mercado brasileiro, as emulsdes do tipo O/A sdo mais
valorizadas, por permitirem um sensorial leve e menos oleoso, proporcionando
sensacoes de leveza e refrescancia (AMIRALIAN; FERNANDES, 2018).

Molécula de Surfactante: “ — Cabeca Hidrofilica

— Cauda Hidrofébica

S00%  ete
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O/A A/IO

Figura 3 - llustracao de sistemas emulsivos do tipo O/A e A/O.

Fonte: Adaptado de Venkataramani, Tsulaia e Amin (2020).

No desenvolvimento de diferentes tipos de emulséo, alguns fatores
devem ser levados em consideragao, pois estes sao considerados importantes para
garantir a estabilidade final do produto, a qual é caracterizada pela auséncia de
coalescéncia ou cremeacdo e pela manutencdo das caracteristicas fisicas
apresentadas, como odor e cor (KHAN et al., 2011). Dentre os fatores destacam-se a
temperatura do sistema, a avaliagao do EHL, a natureza do agente emulsionante e os
mecanicos, como a velocidade de agitagao da mistura, o tipo de equipamento utilizado
e o processo de fabricacdo (AMIRALIAN; FERNANDES, 2018). A instabilidade das
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emulsdes (Figura 4 - Tipos de instabilidade de emulsdes.) pode ser classificada,
principalmente, em quatro fendmenos: floculagdo, cremeagao (creaming),

coalescéncia e breaking (quebra).

oo

Coalescéncia \ / Floculagéo

: Emulséo Ideal

Cremeagéao Breaking

Figura 4 - Tipos de instabilidade de emulsées.

Fonte: Adaptado de Khan et al. (2011).

e Floculagao: corresponde a associagao de pequenas particulas da emulsao de
modo a formar grandes aglomerados, os quais sao redispersaveis. Este € um
processo reversivel e ocorre devido a presenca de surfactantes em excesso na
fase continua, na forma de micelas, o que resulta em uma forga atrativa entre
as goticulas da fase dispersa.

e Cremeacao (creaming): corresponde ao fendmeno no qual a fase dispersa,
mantendo sua forma de goticulas e particulas, se separa, formando uma
camada no topo da fase continua, a qual pode ser redispersada através de
agitacao. Isto ocorre devido a diferencas de densidade entre as fases.

e Coalescéncia: fendmeno relacionado ao processo de fusdo entre duas ou mais
goticulas da fase dispersa naquelas maiores, o que é gerado pela interrupgao
do filme liquido entre elas, quando a barreira é insuficiente para impedir a
formacao de gotas progressivamente maiores. Este processo é irreversivel e
ao final do processo ira gerar duas fases liquidas distintas.

e Breaking (quebra): fenbmeno em que a fase dispersa se separa completamente

da fase continua, resultando em uma desestabilizagao irreversivel.
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Cosméticos labiais emulsivos exigem maior empenho em sua
formulacdo devido a questbes de estabilidade, como supra descrito, porém,
apresentam textura agradavel e podem prover beneficios adicionais, como os de
tratamento, aos labios, pela incorporacdo de diferentes insumos ativos, como

vitaminas, antioxidantes e regeneradores labiais (DAHMER et al., 2022).

2.3 MOLECULAS BIOATIVAS OBTIDAS ATRAVES DA BIOTECNOLOGIA E SEU EMPREGO EM
COSMETICOS

A Dbiotecnologia corresponde a uma ciéncia que permite o
desenvolvimento de novos produtos e servicos, de modo eficiente, com a finalidade
de melhorar a qualidade de vida. Moléculas bioativas provenientes desta tém sido
estudadas nos ultimos anos devido as diversas propriedades biolégicas que
apresentam, bem como, seu carater renovavel (BIANCHET et al., 2020). Na industria
cosmética, a biotecnologia tem ganhado grande espaco, pois auxilia no
desenvolvimento de insumos e na avaliacdo do efeito destes na pele humana,
especialmente, no que diz respeito aos ativos anti-idade, sendo uma excelente
alternativa no desenvolvimento de produtos (GOMES et al., 2020).

Antes da incorporagédo de um insumo obtido por biotecnologia em
formulagcbes cosméticas, alguns fatores sdo levados em consideragao, tais como, a
biocompatibilidade existente entre este e a pele e/ou os cabelos e a sua seguranca
para uso humano (SAJNA et al.,, 2015). Uma das tecnologias empregadas pela
biotecnologia classica para o desenvolvimento de insumos e ativos € o processo
fermentativo. Neste, microrganismos como fungos e bactérias, além de certas
enzimas, sao empregados na conversao de substratos (como glicose e oxigénio) em
produtos (metabdlitos primarios e secundarios), os quais podem ser alcoois, acidos
organicos, aminoacidos e, inclusive, antibidticos. Os produtos obtidos sao
dependentes do microrganismo, do substrato e das enzimas empregadas.
Normalmente, as fermentagdes sao conduzidas em biorreatores, o0s quais
correspondem a equipamentos empregados para promover um ambiente adequado,

com otimas condigdes de temperatura, aeragcdo e pH, em que 0s microrganismos
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possam produzir de modo eficiente os produtos desejados, a partir dos substratos que
s&o incorporados ao meio de cultura (GOMES et al., 2020).

Diversos insumos empregados em cosméticos apresentam origem
sintética e compostos quimicos em sua composi¢do, os quais podem gerar efeitos
adversos. Associado a crescente preocupag¢ao com os impactos ambientais que tais
insumos podem gerar ao ambiente, uma nova demanda por cosméticos verdes e mais
naturais tém se fortificado desde os anos 90. Através da biotecnologia, insumos e
ativos cosméticos comecaram a ser produzidos com o intuito de apresentar eficiéncia
e serem seguros para aplicagdo em formulagbes, tais como acidos organicos,
polissacarideos e lipidios. Alguns exemplos de ativos obtidos por biotecnologia sédo
acido kojico, acido hialurénico, levana, B-glucana e os soforolipidios (SAJNA et al.,
2015; VARVARESOU; IAKOVOU, 2015; GUPTA et al., 2019; GOMES et al., 2020;
FILIPE et al., 2022).

2.3.1 Levana

A levana corresponde a um exopolissacarideo (EPS) constituido por
mondmeros de D-frutose, unidos através de ligacdes glicosidicas do tipo f(2—6), as
quais originam sua cadeia principal que pode apresentar pontos de ramificacdo do
tipo B(2—1) e residuos de glicose terminal (DE SIQUEIRA et al., 2020; DOS SANTOS;
CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011). Sua massa molecular corresponde a
aproximadamente 60 mil moléculas de frutose unidas por meio de ligacbes
glicosidicas (DA SILVA et al., 2019).

B—2.6) B—(2,6)
- H2 —>
OH H
B 2,1)
H H
H CH,OH
OH H

Figura 5 - Estrutura linear da levana com ligagdes principais do tipo p(2,6) e suas
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ramificagdes do tipo B(2,1).

A sintese da levana ocorre principalmente pela enzima
levanasacarase, a qual apresenta diversas funcdes: hidrélise da molécula de sacarose
em glicose e frutose na ligagdo B(2—1); transferéncia do grupo frutosil para uma
molécula aceptora (agua, glicose, sacarose e frutana); e polimerizagéo (DA SILVA et
al., 2019). Este EPS pode ser produzido a partir de uma grande variedade de
organismos, tais como bactérias (Bacillus subtilis, Zymomonas mobilis e Erwinia
herbicola), fungos (Aspergillus sydowii e A. versicolor) e plantas (DOMZAL-KEDZIA et
al., 2019). A quantidade de biopolimero produzido esta intimamente relacionada com
as condigdes de crescimento celular e a composi¢ao do meio de cultura empregado,
enquanto seu peso molecular, grau de polimerizagdo e a formagao de ramificagbes
sdo determinados de acordo com o organismo produtor (microrganismos e plantas)
(DOS SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011; DA SILVA et al., 2019).

Zhang et al. (2014) e Wu, Chou e Shih (2013) verificaram em seus
estudos que os principais fatores que afetam a producdo de levana sdo: a
concentracido da fonte de carbono, a qual é diretamente proporcional a produg¢ao do
EPS; o pH do meio, o qual esta diretamente relacionado com a condi¢gao 6tima de
operacgao da enzima levanasacarase; o efeito dos ions metalicos selecionados para o
meio fermentativo; a temperatura empregada para a biossintese, a qual também se
relaciona diretamente a ac&o da levanasacarase; o tempo de cultivo; e a velocidade
de agitacédo e aeracado do meio fermentativo. Normalmente, fermentagcao submersa é
utilizada para a producéo de levana microbiana. Para isto, é imprescindivel a presenca
de uma fonte de carbono no meio de cultura, como a sacarose. Por apresentar baixos
efeitos inibidores da levanasacarase, tal carboidrato € preferivel, pois permite maior
possibilidade de elevados rendimentos deste polissacarideo (SRIKANTH et al., 2015).

A levana corresponde a um polimero anfifilico, que apresenta elevada
solubilidade. Tal propriedade ¢é atribuida a vasta quantidade de ramificagées que este
EPS possui. Em relacao a viscosidade, a levana apresenta comportamento incomum
frente aos demais polissacarideos de elevado peso molecular, pois sua viscosidade
intrinseca € de nivel baixo, ou seja, sua contribuicdo no incremento da viscosidade de
uma solucdo é baixa (DE SIQUEIRA et al., 2020; SRIKANTH et al., 2015). Este

biopolimero também apresenta elevada estabilidade. Estudo frente a diferentes
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temperaturas comprova que a levana apresenta resisténcia ao aquecimento (até 225
°C), bem como, estabilidade quimica, tanto em meios acidos quanto basicos (DE
SIQUEIRA et al., 2020). Seu alto potencial como ingrediente ativo permite que a
levana possa ser empregada na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica,
devido sua agado como agente estabilizante, auxiliador de formulagao, espessante e
encapsulante, além de atuar como transportadora de aroma e fragrancias (WU;
CHOU; SHIH, 2013).

Dando enfoque especial a industria cosmética, diversas propriedades
apresentadas por esse polissacarideo, tais como seu excelente poder de retencao de
agua (hidratagcdo da pele), seu substancial efeito antioxidante e a capacidade de
auxiliar na proliferagado dos fibroblastos humanos e queratinécitos (efeito filler) de
modo semelhante ao &acido hialurdénico, atraem grande interesse no ambito
cosmetoldgico, principalmente, por se tratar de uma biomolécula sustentavel (DA
SILVA et al., 2019; KIM et al., 2005).

2.3.2 Soforolipidio

Os soforolipidios (SOFs) correspondem a biossurfactantes,
classificados como glicolipidios extracelulares, e consistem em soforoses
dissacaridicas (2'-O-B-D- glucopiranosil-1-B-D-glucopiranose) unidas por ligagdes
glicosidicas até uma cadeia de acido graxo terminal (w) ou subterminal (w-1),
constituida de 16 a 18 carbonos. Estes sao produzidos sob duas diferentes
conformacgdes, a acidica e a lactonica (Figura 6), as quais apresentam diferentes
propriedades e aplicacdes (HIPOLITO et al., 2020). A forma acidica apresenta dois
grupos cabeca de soforose e acido carboxilico, no qual o agucar é acetilado. A forma
lactdnica é resultado da esterificacdo do acido carboxilico para um anel dissacaridico
(VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).
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Figura 6 - Representagao das conformacgdes dos soforolipidios.

Estes sdo produzidos a partir de cepas nao patogénicas dos fungos
Starmerella bombicola, Candida apicola, Rhodotorula bogoriensis e Wickerhamiella
domercqiae, através de processos fermentativos, sendo que maiores producdes sao
obtidas quando do emprego dos primeiros. Excelentes produgbes sao atingidas
quando dois tipos de fonte de carbono, uma hidrofilica e uma lipidica, sdo empregadas
no meio de fermentacao. A estrutura dos SOFs pode ser modificada pela alteracéo
dos substratos lipidicos durante a fermentacao ou através de modificacboes catalisadas
por enzimas apoés sua sintese microbiana (VARVARESOU; IAKOVOU, 2015).

Os soforolipidios apresentam baixa toxicidade e elevada
biodegradabilidade, o que atrai o interesse em sua pesquisa para aplicagdo como
biossurfactante em diversas areas, tais como a cosmética, farmacéutica, alimenticia
e agricola, reduzindo a tensao superficial e interfacial de sistemas, aumentando a
dissolucédo de hidrocarbonetos, facilitando a solubilizacdo e absor¢do de compostos
(CHO; NG; YAP, 2022). Biossurfactantes, de modo geral, podem ser considerados
uma alternativa verde frente aos demais surfactantes existentes no mercado, com
algumas vantagens, tais como superior compatibilidade com o ambiente e um baixo
perfil toxicolégico. Diversos estudos tém demonstrado as aplicabilidades dos SOF’s
como emulsificantes de alimentos, agentes antimicrobianos e conservantes, e agentes
antioxidantes (GAUR et al., 2019; HIPOLITO et al., 2020; HIPOLITO et al. 2021;
COSTA et al., 2022; FILIPE et al., 2022).

No que diz respeito a industria cosmética, o emprego de soforolipidios
€ promissor devido a boa compatibilidade com a pele apresentada por estes, suas
propriedades hidratantes e sua atividade biologica, os quais podem ser empregados
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no tratamento de acnes e odores corporais (COSTA et al., 2022; FILIPE et al., 2022).
Estudos realizados por Maeng et al. (2018) demonstraram que soforolipidio derivado
do 6leo de cavalo hidrolisado apresentou excelente efeito antirrugas e auxiliou na
melhora da elasticidade e firmeza da pele. Diversos estudos a respeito da atividade
antimicrobiana apresentada pelos SOFs demonstraram que estes possuem acao
contra bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli) e fungos (Candida albicans e Aspergillus niger), os quais sdo considerados 0s
mais relevantes microrganismos encontrados em produtos cosméticos (CHO; NG;
YAP, 2022). Devido a capacidade que possuem de reduzir a tensado interfacial e
superficial de sistemas, os soforolipidios sao considerados bons agentes
emulsificantes para emprego em emulsdes cosméticas, pois podem auxiliar na

estabilizagao destas, evitando separacgao de fases (ZERHUSEN et al., 2019).

2.4 A UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS EM COSMETICOS

Devido a crescente demanda do publico consumidor pelo
desenvolvimento de formulagdes contendo ingredientes bioativos, sustentaveis e
naturais, como alternativa aos insumos sintéticos e derivados petroquimicos que
podem causar efeitos colaterais ao organismo humano, a pesquisa por ingredientes
verdes, como plantas e seus derivados, apresentou impulso nos ultimos anos
(UBELAN et al., 2022). O conhecimento sobre as propriedades bioldgicas
apresentadas por estas permitiu a incorporagédo de novos insumos bioativos aos
produtos formulados, os quais auxiliam na manutencéo da saude e beleza, e agregam
valor no mercado cosmético (CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

A fragrancia apresentada por um produto cosmético permite
incremento em sua atratividade perante os consumidores. Odores agradaveis
influenciam no conforto apresentado pelo produto ao ser aplicado e, inclusive, no seu
efeito, sendo um diferencial na selecao de compra destes itens. Nos ultimos anos, a
industria cosmética tem mostrado maior interesse por fontes naturais de fragrancias,
com base na atual demanda exigida pelo mercado. Dentre estas, o emprego de oleos
essenciais (OE) tem apresentado destaque (SHARMEEN et al., 2021), ndo somente

pelo aroma, mas também, pela variedade de propriedades bioativas e farmacolégicas
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advindas destes, como efeitos analgésico, antimicrobiano, antioxidante, relaxante e
antisséptico (CUNHA et al., 2022). Oleos essenciais (OEs) tém sido incorporados em
um grande espectro de produtos cosméticos, perfumes e produtos para uso do lar
(GUZMAN; LUCIA, 2021) e sado considerados organicos, naturais e veganos, mesmo
que ndo exista uma regulamentagéo especifica para isto (ABELAN et al., 2022).

OEs sao produtos naturais altamente hidrofébicos, que sao extraidos
de partes de plantas aromaticas, como flores, folhas, frutas e cascas, formando uma
mistura complexa de moléculas que apresenta elevada volatilidade e odor
caracteristico. Os OEs correspondem a metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas como mecanismo de defesa, e que constituem uma ampla familia de
substancias quimicas com perfil Unico, o qual é definido pelos seus constituintes
individuais. Esses sao extraidos por diferentes processos, como destilacdo a vapor,
prensagem a frio e extragdo por solvente, os quais interferem na sua atividade final.
Fatores como as condi¢des climaticas e a época de colheita das plantas, a espécie
empregada e a parte vegetal utilizada para a extragao também influenciam nesta
atividade (CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; GUZMAN; LUCIA, 2021).

Do ponto de vista quimico, os OEs sao liquidos incolores, que
apresentam menor densidade que a agua e pouca ou nenhuma solubilidade neste
solvente, porém, podem ser misturados com alcoois, éteres e lipidios. Esses sao
constituidos por uma mistura de compostos volateis de baixo peso molecular, como
terpendides, compostos aromaticos, fenilpropandides e hidrocarbonetos alifaticos, em
diferentes concentragdes, de acordo com as rotas biossinténticas especificas da
planta (GUZMAN; LUCIA, 2021).

O emprego de Oleos essenciais em cosméticos ocorre em
concentragdes entre 1,0 e 2,0% para minimizar o risco da ocorréncia de reagdes
alérgicas (KACZMARCZYK et al., 2015), facilitar a incorporacdao destes nas
formulagdes e evitar desconforto por aromas intensos (MOSQUERA TAYUPANTA et
al., 2018). Devido as propriedades antimicrobianas apresentadas pelos OEs,
formulacbes cosméticas desenvolvidas com estes compostos nao requerem
necessariamente um sistema conservante adicional, muitas vezes sintético (SARKIC;
STAPPEN, 2018).
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2.4.1 Oleo Essencial de Citrus paradisi (Grapefruit ou Toranja)

Citrus paradisi é a espécie da planta conhecida popularmente por
Grapefruit ou Toranja, pertencente ao género Citrus, o qual € encontrado em plantas
da familia Rutaceae, uma das mais antigas e populares a ser cultivada (OKUNOWO
et al., 2013). As frutas pertencentes a este género, como liméo, laranja, lima e toranja,
sdo produzidas ao redor do mundo e vastamente consumidas por seus humerosos
beneficios a saude, especialmente, como fonte de vitamina C. Os OEs provenientes
do género Citrus sdo vastamente empregados como aditivos e conservantes nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, pois sdo GRAS, ou seja,
reconhecidos como seguros, além disso, apresentam aroma agradavel e refrescante,
0 que permite a incorporagdo destes OEs em cosméticos e perfumes (DOSOKY;
SETZER, 2018).

Os componentes majoritarios dos OEs do género Citrus sao D-
limoneno, B-mirceno, a-pineno, B-pineno, y-terpineno, a-terpinoleno, dentre outros, os
quais sao responsaveis pelas propriedades bioldgicas apresentadas por estes
(OKUNOWO et al., 2013). OE de Citrus paradisi (OCP) é rico em monoterpenos,
apresentando como componente principal o D-limoneno, seguido por a-pineno, B-
mirceno, sabineno e nootkatone, o que gera excelentes atividades antioxidante e
antimicrobiana (Figura 7). A por¢cao nao volatii deste OE é constituida por
bergamotina, bergapteno e epoxibergamotina (DOSOKY; SETZER, 2018).

Dentre as propriedades do OCP descritas na literatura apresentam
destaque seu efeito antiobesidade, pela facilitacdo da lipdlise, sua promogao de
limpeza corporal pela eliminagao de toxinas e fluidos em excesso e seu efeito larvicida.
Para aplicacdo cosmética, destacam-se seus efeitos antimicrobiano e antifungico. O
OE de Citrus paradisi também é reconhecido como GRAS, porém, leve sensibilizagao
pode ocorrer caso este esteja oxidado. O OCP obtido por destilacdo nao é
considerado fototoxico, diferentemente daquele obtido por outros métodos. Nao
obstante, seu maximo nivel para uso dérmico é de 4,0% e seu risco fototdxico é
considerado baixo (TISSERAND; YOUNG, 2014; DOSOKY; SETZER, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um hidratante labial multifuncional contendo levana de
Bacillus subtilis natto, soforolipidio de Starmerella bombicola e 6leo essencial de

Citrus paradisi, que apresente propriedades hidratante, antimicrobiana e antioxidante.

3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir levana de Bacillus subtilis natto e soforolipidio de Starmerella
bombicola através de fermentacéo;

e Determinar a concentragdo inibitéria minima do soforolipidio e do 6leo
essencial de Citrus paradisi, isolados e combinados, para definir as

concentragdes destes ativos a serem empregadas;

e Verificar a atividade antioxidante da levana, do soforolipidio (SOF) e do éleo
essencial de Citrus paradisi (OCP);

e Desenvolver as formulagbes do hidratante labial empregando planejamento
simplex-centréide;

e Proceder com a caracterizagao farmacotécnica das formulacoes;

e Realizar ensaios de estabilidade preliminar das formula¢des desenvolvidas;

e Verificar a eficacia das formulagdes por meio de ensaio de atividade
antioxidante;

e Selecionar a melhor formulagao através de Superficie de Resposta;

e Avaliar a eficacia da formulacado otimizada frente a hidratacdo e oleosidade
labiais, por ensaio in vivo, empregando aparelho n&o-invasivo,

e Realizar analise sensorial (intensidade de atributos, escala hedbnica e intencao

de compra) da formulacao otimizada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA LEVANA DE BACILLUS SUBTILIS NATTO

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para a obteng¢ao de levana foi o Bacillus
subtilis natto CCT 7712, uma cepa nao patogénica isolada de soja fermentada, um
alimento japonés conhecido como “natto”, pelo Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e identificado pela Fundagao

André Tosello (Campinas).

4.1.2 Preservagao do Microrganismo

O meio de preservacao da cepa do B. subtilis natto CCT7712
apresentava em sua constituigdo peptona (50 g-L™"), extrato de carne (30 g-L") e agar
(20 g-L"). Este foi autoclavado a 121 °C, durante 15 minutos. O cultivo do
microrganismo ocorreu por 24 horas, a 37 °C, e depois este foi mantido em camara
fria a 4 °C para posterior repique a cada 45 dias (BERSANETI et al., 2017).

4.1.3 Preparo do Inéculo

O preparo do in6culo ocorreu por fermentacdo em batelada, em
frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL do meio, o qual era constituido por
(em g-L™") (CALAZANS et al., 2000): sacarose, 100; extrato de levedura, 2; fosfato de
potassio monobasico, 2; sulfato de aménio, 1; e sulfato de magnésio 0,5. Os frascos
foram incubados em mesa agitadora tipo shaker durante 24 horas, a 37 °C, e 150 rpm,
com indculo padronizado de 0,2 g-L-! para todas as fermentagbes (BERSANETI et al.,
2017). Centrifugagao foi empregada para a interrupgao dos cultivos, durante 10
minutos, a 6000 rpm. As células foram posteriormente ressuspensas em solugao
salina (NaCl a 0,9%) e lidas a 400 nm, e o sobrenadante foi usado como fonte de

enzima (levanasacarase).
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4.1.4 Sintese e Separacgao de Levana

A levana foi produzida pela enzima levanasacarase em meio (em g-L-
"): sacarose, 420,7; extrato de levedura, 2; KH2POa, 1; (NH4)2S0s, 3; MgSO4(7H20),
0,6; MnSO4, 0,2; citrato de ambnio, 0,25 (BERSANETI et al., 2017) em pH 7,0, a 150
rom e 37 °C, por 24 h.

Apos a interrupgdo do cultivo, do sobrenadante foi precipitada a
levana com etanol absoluto na proporgao de 1:3 v/v (sobrenadante: etanol), sendo o
sistema mantido em repouso durante 12 horas a 4 °C, e posteriormente, centrifugagéo
a 6500 rpm, durante 20 minutos e a 4 °C foi empregada para a obtenc¢ao da levana.
Apds a evaporagdo completa do etanol, o pellet foi lavado com agua destilada,
centrifugado nas mesmas condi¢gdes, homogeneizado e dialisada contra agua
destilada, durante 48 horas, com trés trocas diarias da agua e apds este processo, foi
congelada e liofilizada (BERSANETI et al., 2017; DA SILVA et al., 2020; DE MELO,
ZAIA e CELLIGOI, 2012).

4.2 OBTENCAO DO SOFOROLIPIDIO DE STARMERELLA BOMBICOLA

4.2.1 Producéo do soforolipidio

A producéo do soforolipidio foi realizada em biorreator de bancada,
com capacidade de 5 L e volume operacional de 3,5 L. O meio de fermentacéao foi
composto por (em g-L"): acido oleico, 220; glicose, 200; e extrato de levedura, 6. As
condigdes mantidas foram taxa de aeragdao de 1,0 vvm, agitacdo de 450 rpm,
temperatura de 30 °C e pH 3,5 (SILVEIRA et al., 2019). O in6culo da levedura S.
bombicola foi em meio composto de (em g-L"): glicose, 10; extrato de levedura, 3;
extrato de malte, 3; e peptona, 5. O cultivo foi realizado em shaker orbital a 150 rpm,
por 48 horas a 30 °C (BAJAJ; ANNAPURE, 2015). O in6culo foi padronizado a 0,5 g-L-

', correlacionando a uma curva de biomassa em g-L-'a A=600 nm.
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4.2.2 Extragéo e quantificacdo do soforolipidio

As fermentagdes foram interrompidas por centrifugagéo a 6000 rpm,
por 15 minutos. Do precipitado foi avaliada a biomassa (g-L"') e do sobrenadante, foi
quantificado os soforolipidios e o consumo de substratos (MINUCELLI et al., 2017). A
biomassa foi lavada trés vezes em acetato de etila na proporgéo de 1:1 (v/v) para
remogao de impurezas. O sobrenadante (soforolipidios), foi submetido a extragéo
liquido-liquido com acetato de etila (1:1 v/v) e rotaevaporado. A fracdo obtida foi
submetida a nova extragdo em funil de separagdo com solugdo metanol:agua (4:1,
v/v) e hexano (v/v), nas proporgdes de 1:1 (v/v), para obtengéo do soforolipidio bruto
retido na fracdo metandlica e remocgcao de impurezas lipidicas presentes na fase
hexanica. Apds a secagem do metanol, o soforolipidio foi submetido a trés extragdes
com acetato de etila:agua (3:1) por 40 minutos a 4 °C, para eliminagédo de possiveis
acgucares residuais na fase aquosa. A quantificagao do soforolipidio foi realizada pelo
meétodo gravimétrico. Este foi seco em estufa até eliminagdo completa do solvente e

posteriormente liofilizado, para aplicagdes.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS ATIVOS

4.3.1 Determinagéao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) do SOF e do OCP

A concentracgao inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo
com o método de diluicdo em caldo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute Guidelines, 2021), com algumas modificacdes. As cepas bacterianas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Streptococcus mutans UA 159 foram tratadas com as faixas de concentragcbes de
0,003 mg-mL"a 0,184 mg-mL-" de soforolipidio e 0,66 mg-mL"a 41,75 mg-mL"" para
o OCP, ambos solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO). O ensaio foi realizado em
microtubos, em triplicata e em trés ocasides diferentes.

Colbnias isoladas de cultura bacteriana crescidas em agar Muller-
Hinton (MHA, Difco) (S. aureus e S. epidermidis) e agar Brain Heart Infusion Broth
(BHI, Himedia) (S. mutans), foram suspensas em solugao salina (0,85% cloreto de
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sodio, p/v, Merck) e ajustadas a escala 0,5 de McFarland, para obtengdo de 1,5 x 108
unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC-mL-"). Apos a diluigdo de 1:100 em
da suspenséo bacteriana em Caldo Muller-Hinton (MHB, Difco) e Caldo BHI (Himedia),
50 uL foram inoculados nos respectivos tratamentos com os antimicrobianos, nas
concentragdes descritas anteriormente. Meio de cultura, ativos antimicrobianos e
DMSO na auséncia de in6culo foram testados como controle de esterilidade. O
controle positivo para crescimento bacteriano foi realizado com o preparo de in6culo
em meio de cultura na auséncia de antimicrobiano.

Os microtubos foram incubados por 24h, a 37 °C (para S. mutans a
incubagdo ocorreu em estufa com circulagdo de 4,5% de CO2), e a MIC foi
determinada como a menor concentragdo dos agentes antimicrobianos capaz de inibir

0 crescimento bacteriano visivel.

4.3.2 Teste de Diluigado em Caldo com Duplo Agente Antimicrobiano

A interagado entre o soforolipidio e o OCP contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Streptococcus
mutans UA 159 foi determinada pelo teste de diluicdo em caldo de duplo agente
antimicrobiano, como descrito por Garcia-Garcia et al. (2011), com algumas
modificagdes. Combinagdes de soforolipidio e OCP foram testadas em concentragdes
variando entre 0,003 mg-mL"' — 0,092 mg-mL"' e 5,22 mg-mL" - 41,75 mg-mL",
respectivamente, ambos solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO). Colénias isoladas
de cultura bacteriana semeadas em MHA (Difco) (S. aureus e S. epidermidis) e meio
agar BHI (Himedia) (S. mutans), foram suspensas em solugéo salina (0,85% cloreto
de sddio, p/v, Merck) e ajustadas a escala 0,5 de McFarland, para obtencéo de 1,5 x
108 UFC-mL"". Apds a diluigdo de 1:100 da suspenséo bacteriana em MHB (Difco) e
Caldo BHI (Himedia), 50 uL foram inoculados nos tratamentos com os respectivos
antimicrobianos em combinagao, nas concentragdes descritas anteriormente. Meio de
cultura, ativos antimicrobianos e DMSO na auséncia de in6culo foram testados como
controle de esterilidade. O controle positivo para crescimento bacteriano foi realizado
com o preparo de in6culo em meio de cultura na auséncia de antimicrobiano.

Os microtubos foram incubados por 24h, a 37 °C (para S. mutans a
incubacdo ocorreu em estufa com circulagao de 4,5% de COy). A interacdo dos
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compostos foi analisada pelo indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF),
obtido na equacdo 1 pela soma da Concentragdo Inibitéria Fracionaria (CIF) do
soforolipidio (Equagao 2) e do OCP (Equacéo 3). ICIF é interpretado como sinérgico
quando seu resultado é < 0,5, aditivo quando o resultado é > 0,5 e < 1, indiferente

quando resulta em > 1 e < 4, e antagonista quando o resultado é =4 (Odds, 2003).

FICI=FICsor+ FICocp (Equagéo 1)
FIC so|:=—CIMC°mbinac5° (Equagao 2)
CIMindividual
FICogp=""Mcombinasio  (Equago 3)
CIMindividual

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS ATIVOS

Para a analise da capacidade antioxidante dos ativos a serem
empregados no hidratante labial, metodologia descrita por Srikanth et al. (2015) foi
empregada, com adaptacdes. Inicialmente, o DPPH foi dissolvido em etanol para obter
uma solugao de concentragao 250 uM e esta foi mantida ao abrigo da luz. Solugdes
testes foram preparadas em diferentes concentragdes, na forma de curva: a LEV foi
dissolvida em agua nas concentragdes de 1 mg-mL"' a 100 mg-mL"'; o SOF foi
dissolvido em etanol nas concentragdes de 5 mg-mL'a 50 mg-mL-'; e o OCP foi
dissolvido em etanol nas concentragdes de 1uL-mL"'a 50 pL-mL"". Para a mistura
reacional, 1 mL das solugdes teste mais 0,3 mL da solugdo DPPH foram adicionadas
em tubos de ensaio envoltos em papel craft, procedimento realizado em ftriplicata, e
estes foram mantidos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos.
Para o branco, 1 mL das solugdes teste e 0,3 mL de etanol foram utilizados. O controle
foi composto por 1 mL de etanol e 0,3 mL de solugdo DPPH. A leitura foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 517 nm. A taxa de inibi¢cao (%)

do radical livre foi calculada conforme a equagao abaixo:
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(abs.do controle — abs.da amostra)

% inibicao = ( ) x 100

abs.do controle

Em que:

Abs. do controle: absorbancia do controle;

Abs. da amostra: absorbancia da amostra.

4.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL SIMPLEX-CENTROIDE DAS FORMULACOES

O planejamento experimental simplex-centréide para trés
componentes consiste em um triangulo equilatero que apresenta em seus vértices os
componentes da mistura, em suas arestas uma mistura binaria de mesma proporcao
de cada variavel, e um ponto central constituido de uma mistura ternaria de mesma
propor¢gao dos componentes empregados. No estudo realizado, as trés diferentes
variaveis empregadas no planejamento foram: levana (2,0%; p/p), soforolipidio (1,0%;
p/p) e dleo essencial de toranja (0,3%; p/p), conforme a Figura 8. As concentracdes
de soforolipidio e dleo essencial foram definidas de acordo com suas propriedades

antimicrobianas.
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Figura 8 - Planejamento simplex-centréide para o hidratante labial, onde LEV =
levana, SOF= soforolipidio e OCP = 6leo essencial de toranja.

LEV 2% (1,0,0)

(%2, 0,

OET0,3% (0,0,1) (0, 14, ) SOF 1% (0,1,0)

4.6 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAGCOES DE HIDRATANTE LABIAL A PARTIR DO
PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Oito formulagdes, do tipo emulsdo O/A foram desenvolvidas, cuja
composicado da formulagcado base (FB) esta descrita na Tabela 1. A formulagao esta
em tramitagdo para seu depésito de patente, desta forma, o sigilo sobre a
concentragao foi preservado. O preparo das formulagdes ocorreu de acordo com
metodologia descrita por Oliveira e Moraes (2019), com adaptagdes. Inicialmente,
todos os componentes sodlidos e liquidos foram pesados, em balanga analitica, de
acordo com a fase em que seriam incorporados. Em um béquer de 250 mL foram
adicionados os insumos da fase A, com exceg¢ao do Copolimero de acrilato de sédio
e lecitina, e em um béquer de 50 mL os insumos da fase B. A fase A foi colocada sob
uma chapa de aquecimento até que atingisse a temperatura de 75 °C. Com o auxilio
de um agitador mecanico (Fisatom 713D) o Copolimero de acrilato de sddio e lecitina
foi adicionado aos poucos no sistema, sob agitacao constante de 800 rpm, a qual foi
aumentada para 1500 rpm até que este estivesse completamente dissolvido no
sistema, formando um gel-creme.

Em seguida, a fase A foi colocada sob a chapa de aquecimento até
atingir a temperatura de 75 °C, bem como a fase B. Quando ambas atingiram 75 °C,
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a fase B foi vertida sobre a fase A, sob agitagdo inicial de 800 rpm, a qual foi

aumentada gradativamente até atingir 1500 rpm, até ser formada uma emulsao branca

e homogénea. A agitacéo foi mantida até que o sistema fosse resfriado a 40-35 °C,

quando ocorreu a adigdo do conservante (fase C). Apos cessar a agitagdo, foi

verificado o pH da emulsdo formada, o qual deveria estar entre 6,0 e 7,0. Caso este

nao estivesse na faixa determinada, eram adicionadas gotas de solugéo 20% (v/v) de

hidroxido de sddio (fase D) e o sistema homogeneizado para corregao do pH.

Tabela 1 — Insumos empregados na formulagéo base do tipo O/A do hidratante labial.

Fase Nome Quimico INCI Name Marca

A Agua Destilada Water/Aqua -

A EDTA-Na Dissodium EDTA Embacaps

A Sacarina Sddica Sacharrin Sodium Henrifarma

A Glicerina Glycerin Alphatec

A Copolimero de acrilato Sodium Acrylates Lucas Meyer
de sddio e lecitina Copolymer (and)

Lechitin
B Oleo de Ricino Ricinus Comunnis Dinémica
(Castor) Seed QOil

B Triglicérides de Acido Caprylic/Capric Fagron
Caprico/Caprilico Triglyceride

B Manteiga de Karité Butyrospermum Parkii Infinity Pharma

(Shea Butter)
B BHT Butylated Biovital
hydroxytoluene

B Mentol Menthol Biovital

B Polissorbato 80 Polysorbate 80 Synth

C Fenoxietanol e Phenoxyethanol (and) Embacaps
Metilisotiazolinona Methylisothiazolinone

D Hidréxido de sédio Sodium hydroxide Organic Compounding

(solugao 20%)

Apos o preparo das formulagbes, estas foram armazenadas em

frascos plasticos de polietileno (PP) com capacidade de 100 mL, sendo mantidas sob

refrigeracao, por um periodo de 24 horas, para a realizagao de testes posteriores de

centrifugacgéao (pré estabilidade).
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4.7 CARACTERIZACAO FARMACOTECNICA DAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

4.7.1 Teste de Pré Estabilidade (Centrifugacao)

Teste de centrifuga foi desenvolvido com todas as formulagbes, 24
horas apds seu preparo, amparando assim na triagem destas. Para o
desenvolvimento do teste, 5 g de cada formulagdo, em ftriplicata, foram
acondicionados em tubos Falcon de 15 mL, e submetidos a centrifugacao (Centrifuga
Baby, Fanem®) durante 30 minutos, a 2800 rpm (BRASIL, 2004).

4.7.2 Estabilidade Preliminar das Formulacdes

Os ensaios de Estabilidade Preliminar para as amostras de hidratante
labial foram realizados de acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos
(BRASIL, 2004). O periodo de duragao do teste foi de 15 dias (7 ciclos), sendo as
analises desenvolvidas no tempo zero (24 horas) e apds 15 dias. As condigdes de
armazenamento empregadas foram: estufa (40 £ 2 °C) e geladeira (5 + 2 °C). Os
parametros organolépticos e fisico-quimicos foram paralelamente avaliados. O ensaio
foi realizado em ftriplicata e uma amostra de referéncia foi mantida ao abrigo da luz

para fins comparativos.

4.7.3 Ensaios Organolépticos

Conforme o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos
(BRASIL, 2008), foram realizados ensaios de aspecto, cor, sabor e odor para as
formulacbes O/A desenvolvidas. Todos os testes também foram realizados em

paralelo aos testes de estabilidade preliminar (tempo 0 e tempo 15) e em ftriplicata.
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4.7.3.1 Aspecto

O ensaio de aspecto foi realizado por meio de comparagao, a nivel
macroscopico, das formulagbes desenvolvidas em relagdo ao controle (base), 24
horas apos o preparo destas, com o intuito de verificar se ocorreu alguma
instabilidade, como separagao de fases, precipitacdo ou turvacido. Posteriormente,
este foi descrito (homogéneo, viscoso, leitoso, dentre outros) e classificado em
normal, levemente modificada, modificada ou intensamente modificada (BRASIL,
2004).

4.7.3.2 Cor

O ensaio de coloracéo foi realizado por meio de analise macroscoépica
das formulagdes, 24 horas apos seu preparo, sendo 1,5 g de cada amostra
transferidos para placas de Petri colocadas sobre um fundo preto, sob condi¢cbes de
luz branca artificial, comparando estas com a amostra controle, sendo que todas as
amostras foram armazenadas em condigdes e embalagens semelhantes.
Posteriormente, as amostras foram classificadas em normal, levemente modificada,

modificada ou intensamente modificada.

4.7.3.3 Sabor

O ensaio de sabor foi realizado diretamente através do paladar, ao
serem aplicadas as formulagdes dos hidratantes labiais sobre os labios. Estas foram
comparadas ao controle, 24 horas apds seu preparo, e posteriormente classificadas
em normal, levemente modificada, modificada e intensamente modificada (BRASIL,
2004).

4.7.3.4 Odor

A analise olfativa foi realizada por meio de comparagao do odor das

amostras formuladas em referéncia a amostra controle, através do olfato, sendo que
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todas as amostras foram armazenadas em condigdes e embalagens semelhantes, e
posteriormente classificadas em normal, levemente modificada, modificada e
intensamente modificada (BRASIL, 2004).

4.7.4 Ensaios Fisico-Quimicos

Para as formulacées O/A dos hidratantes labiais foram realizados
ensaios de pH, espalhabilidade e retengdo de umidade. Estes foram realizados em

triplicata e, também, em paralelo ao teste de estabilidade preliminar (BRASIL, 2004).

4.7.4.1 Determinagao do potencial hidrogeniénico (pH)

Para a determinacdo do pH das amostras, foi realizada a insergao
direta do eletrodo (ST230, OHAUS) nas formulagdes, apds este ter sido previamente
calibrado com solugées tampao de pH 4,0 e 7,0. O ensaio foi reproduzido em ftriplicata
(BRASIL, 2008).

4.7.4.2 Espalhabilidade

A avaliagao da espalhabilidade dos hidratantes labiais ocorreu por
meio do método de placas paralelas, com adaptacdes, € o ensaio foi realizado em
triplicata. Para isto, 1 g das formulacgdes foi transferido sobre o ponto central de uma
placa de vidro (20 cm x 20 cm), contida sobre uma escala de papel milimetrado. Sobre
as formulacgdes, foi adicionada uma placa de vidro de massa conhecida para
determinar a superficie que estas ocuparam apds um minuto de pressao, por meio da
leitura dos didmetros abrangidos. Posteriormente, pesos (2 g, 5 g e 10 g) de massa
conhecida foram adicionados sobre a placa de vidro, sendo o processo de leitura dos
didmetros abrangidos apds um minuto repetido para todos eles. Calculo posterior do
didmetro médio (KNORST, 1991) foi realizado e os resultados obtidos através da

seguinte equacao:
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Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra (mm?) para um determinado peso (g);

d = didmetro médio (mm).

4.7.4.3 Retencgdo de umidade

A retencédo de umidade (RU) das formulag¢des dos hidratantes labiais
foi avaliada por método gravimétrico, de acordo com metodologia proposta por Zhang
et al. (2012). Em cadinhos previamente tarados, foram adicionados 1g das
formulagbes mais 1 mL de agua destilada, sendo o sistema homogeneizado. Em
seguida, estes foram acondicionados em dessecador de umidade selado com solugao
saturada de K>COs (43% de umidade relativa), por um periodo de 96 horas, a
temperatura ambiente. A porcentagem de RU foi calculada conforme equacéo abaixo,

pela percentagem de agua residual nas amostras.

RU(%) = = X 100

Onde:
PT: Peso final;

PO: Peso inicial.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FORMULAGOES

Para a analise da capacidade antioxidante das formulagdes de
hidratante labial, método do DPPH foi empregado, conforme metodologia descrita no
item 4.4. As solugbes testes foram preparadas na concentragdo de 400 mg-mL-!, com
adicdo de etanol e posterior homogeneizacdo em vortex durante 2 minutos, para
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dissolugédo completa da formulac&o no solvente. Em seguida, o sistema foi filtrado em
papel filtro. Vale ressaltar que para a realizacdo desta analise, todas as formulagdes
foram produzidas sem a adicdo de BHT em sua composicao, pois este € um excelente

antioxidante e poderia vir a interferir nos resultados obtidos.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, para
verificagdo da normalidade. Caso distribuicdo normal, todos os dados foram
estatisticamente comparados utilizando-se andlise de variancia (ANOVA), e para
comparagao de diferengas individuais entre as médias, teste de Tukey. Caso a
distribuicdo nao fosse normal, teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn foram
empregados. Em todos os casos, um nivel de significancia de p < 0,05 foi aceito para
denotar significancia. Analise de superficie de resposta (Software Statistica versao

7.0.0) também foi realizada para definicdo da formulagéo final do estudo.

4.10 ENSAIO DE EFICACIA IN VIVO E ANALISE SENSORIAL DAS FORMULACOES

4.10.1 Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Este estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
segundo a Resolugéo n°446/2012 do Conselho Nacional de Saude, e tem como CAAE
58720522.9.0000.5231.

4.10.2 Local do Estudo
O estudo foi realizado em dois ambientes distintos. A primeira etapa,

qgue corresponde ao desenvolvimento e caracterizagao das formulacoes, foi realizada

no Laboratério de Inovagdo e Tecnologia Cosmecéutica — LABITEC, localizado no
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Centro de Ciéncias da Saude (CCS) do Hospital Universitario de Londrina (HU),
situado na Av. Robert Koch, 60 - Operaria, Londrina - PR, 86038-350.

A segunda etapa, que corresponde as avaliagdes in vivo e analise
sensorial, foi realizada no Laboratério de Analises Sensoriais, localizado no
Laboratério de Analise de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, no
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — DCTA, na Rodovia Celso
Garcia Cid - PR-445 - Km 380, Campus Universitario, CEP 86057-970 - Londrina —
PR. Neste local foram realizadas a triagem dos voluntarios e as medi¢des biofisicas

para o parametro de hidratacdo, além dos ensaios sensoriais.

4.10.3 Delineamento do estudo

O delineamento empregado no estudo foi experimental, do tipo ensaio
clinico randomizado. A eficacia de duas diferentes formulagdes semissodlidas foi
avaliada frente a um parametro biofisico da pele humana: a hidratagdo. Técnica de
escala de intensidade foi aplicada para levantar atributos e perfis das formulagdes. A
aceitacao e intencdo de compra das formulacdes também foram avaliadas através de
analise sensorial, bem como, o efeito (regeneragao labial) destas. As formulacdes
avaliadas apresentaram em sua composigdo matérias primas cosméticas
convencionais e comumente empregadas, em concentragdes sugeridas pelos
fabricantes.

O equipamento utilizado para a avaliagdo dos parametros biofisicos
foi o Analisador de Pele Digital Facial Skin Analyser (SkinUp® Beauty Devices). A
analise sensorial foi feita em duas etapas e através de aplicagdo de questionario, os
quais foram entregues diretamente aos avaliadores. Na primeira etapa, escala de
intensidade, aceitacdo e intencdo de compra dos produtos foram avaliados. Na
segunda etapa, o efeito (regeneracgéao labial) da aplicagao do cosmético contendo as
moléculas bioativas e 6leo essencial de toranja foi avaliado.

A populagado do estudo foi composta por 61 voluntarios sadios, do
sexo feminino, com idades entre 18 e 40 anos. Estes foram selecionados a partir de
convite verbal e em meio digital (redes sociais) pela equipe de pesquisadores, sendo
instruidos dos objetivos e métodos do estudo a ser desenvolvido. Em caso de aceite,

os voluntarios foram avaliados pela coordenadora deste projeto, e apods
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esclarecimentos sobre o estudo, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foi solicitada.

Para a analise de hidratagdo cutanea, os voluntarios selecionados
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de tratamento, sendo eles G1: grupo
experimental, que utilizou exclusivamente a formulagdo do estudo (hidratante labial
contendo as biomoléculas), o qual apresentou 26 participantes; G2: grupo controle,
que utilizou exclusivamente a formulagédo controle do estudo (hidratante labial sem
levana e ativos), o qual apresentou 30 participantes. O estudo foi conduzido como
duplo cego em relagdo ao conteudo dos produtos aplicados. Foi solicitado aos
voluntarios que durante o periodo de estudo apenas utilizassem na regido labial os
cosmeéticos fornecidos, de modo a evitar possiveis interferéncias.

Os participantes foram orientados sobre o0 modo de aplicacdo dos
produtos, o qual deveria ocorrer diretamente sobre os labios previamente higienizados
com agua micelar (a qual foi entregue ao voluntario), sendo em seguida enxaguados
e secos com toalha macia, e aplicando suavemente e de modo uniforme, duas vezes
ao dia (manha e noite), o hidratante labial, durante um periodo de 7 dias. A aplicagao
ocorreu a partir do proprio aplicador da bisnaga labial em contato com os labios, sem
interacdo de outras partes corporais, como as maos, do paciente com a formulagao.
Uma planilha para o controle de aplicagao diaria foi entregue para cada voluntario e
uma lista de transmisséao foi criada para relembrar sobre a aplicagao dos produtos. Foi
recomendado que um wash-out sem cosmeéticos labiais ou qualquer terapia topica
labial fosse realizado 12 horas antes da aplicagao dos produtos em estudo.

A coleta das medidas foi efetuada no tempo zero (valor basal) e 7 dias
apos autoaplicacdo diaria dos hidratantes labiais. A regido do labio inferior foi
selecionada para as medidas, sendo higienizada com agua micelar previamente a
coleta dos dados. Foram empregadas seis repeticbes para a analise de hidratagao.
Foi recomendado que antes das medi¢cdes os voluntarios ndo fizessem uso de
surfactantes ou detergentes na regidao dos labios (12 horas antes) e evitassem se
alimentar ou ingerir liquidos (2 horas antes).

O acompanhamento do tratamento com o hidratante labial também foi
feito por meio dos seguintes instrumentos: 1) Fotodocumentagao dos labios, a qual
ocorreu em condicdes padronizadas de iluminacido, fundo e posicionamento. O
registro fotografico ocorreu no tempo zero (antes do inicio da aplicagdo dos
hidratantes labiais) e no tempo 7 dias (ao final do tratamento).
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A analise sensorial, que ocorreu por meio dos testes afetivos de
aceitacdo por escala hedbnica de sete pontos e intencdo de compra, escala de
intensidade e avaliagdo do efeito do hidratante labial, foi realizada com os mesmos
voluntarios do teste de hidratagdo cuténea, ou seja, com avaliadores nao treinados,
porém, potenciais consumidores do produto. Ao final do periodo de 7 dias do
tratamento com os hidratantes labiais, cada voluntario recebeu duas amostras de
hidratante labial, uma contendo as biomoléculas (formulagao teste do estudo) e uma
controle (formulacdo teste do estudo sem levana), em eppendorf, previamente
codificadas. Além das amostras, estes também receberam uma ficha contendo as

instrucdes dos testes e as escalas para avaliagdo (modelos em anexo).

4.10.4 Critérios de Inclusado e Exclusao dos Participantes

As participantes do estudo foram selecionadas através dos critérios
de inclusdo, sendo adultos sadios, do sexo feminino, entre 18 e 40 anos, que
trabalhavam ou estudavam na Universidade Estadual de Londrina. As voluntarias
forneceram por escrito seu consentimento livre e esclarecido, permitindo assim sua
participacao no estudo. Todas as participantes estavam cientes de que nao poderiam
realizar o emprego de nenhum outro dermocosmeético nos labios durante o periodo do
estudo, bem como, realizar qualquer procedimento estético ou dermatologico
(preenchimento e micro pigmentagao) que poderia vir a interferir nos resultados da
pesquisa. Além disso, as voluntarias ndo deveriam apresentar qualquer tipo de
hipersensibilidade ou alergia aos componentes das formulagdes, injuria no local de
medicdo ou saude debilitada. As participantes selecionadas foram previamente
avaliadas pela coordenadora deste estudo, que tem conhecimento nas areas
farmacéutica e cosmetoldgica. Devido a pandemia iniciada pelo virus SARS-CoV-2,
mais conhecida por Coronavirus ou COVID-19, oriunda no ano de 2020, e levando em
consideragao a saude e bem-estar dos voluntarios, somente participaram do estudo
aqueles participantes que tivessem tomado a vacina para o COVID-19, apods
comprovagao por meio de carteirinha de vacinagao ou comprovante expedido pelo
aplicativo Conecte SUS.

Foram excluidas da amostragem voluntarias que estivessem gravidas

ou com suspeita de gravidez, lactantes, com histérico de hipersensibilidade
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previamente conhecida a cosméticos, surfactantes ou algum componente das
formulagdes, que fizessem uso de medicacdo que pudesse alterar as respostas da
pele, que apresentassem algum disturbio crénico, sistémico ou de pele, com sinais de
irritacao cutanea no local de aplicagao, que tivessem feito o uso de tratamentos labiais,
dermatoldgicos ou estéticos, nos 40 dias antecedentes ao estudo, que participaram
de estudos similares nos 30 dias antecedentes ou que apresentassem sinais de
dermatite ou irritacdo durante o periodo de avaliacido. As voluntarias poderiam desistir
do estudo a qualquer momento, sem que isto acarretasse qualquer dnus ou prejuizo
a sua pessoa. As voluntarias que relatassem nao fazer o uso correto dos produtos

também seriam excluidas.

4.10.5 Avaliacido da Hidratagcao Cutanea por Método de Bioimpedancia

A medida de hidratacao da pele foi realizada pelo aparelho Analisador
de Pele Digital Facial SkinUp Analyser®, o qual € baseado no método da impedancia
bioelétrica (bioimpedancia), que consiste na passagem de uma corrente elétrica de
baixa intensidade (500 a 800 pA) e de alta frequéncia (50 kHz) pela regi&o labial (que
se apresenta como condutora). Com a resisténcia desse condutor a passagem da
corrente elétrica, os resultados da analise foram obtidos. Este equipamento possui
sistema de identificagdo simplificada dos resultados da analise através de percentuais
para a hidratagcdo da pele e de valores de classificacdo da pele de acordo com a

hidratagao (score de Heinrich, Tabela 2).

Tabela 2 - Classificagao da pele de acordo com a hidratagao.

Tipo de Pele Hidratacao (u.a.)
Muito seca <30
Seca 30 - 40
Normal > 40

Fonte: Adaptado de Heinrich et al., (2003). u.a.= unidades arbitrarias.
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A regido do labio inferior foi selecionada para as medidas, sendo higienizada
com agua micelar previamente a coleta dos dados. Foram empregadas seis
repeticoes para a analise de hidratacdo, sendo os resultados apresentados como

valores médios dessas medigdes sequenciais.

4.10.6 Analise Sensorial das Formulagdes

Testes para levantamento de atributos e perfis (escala de intensidade)
das formulacdes, testes afetivos quantitativos de aceitagdo e intengcao de compra, e
teste de efeito do hidratante labial foram realizados, com avaliadores néo treinados e
potenciais consumidores. Estes receberam as duas amostras de hidratante labial,
acondicionadas em eppendorf, e previamente codificadas com numero de trés digitos
em ordem aleatéria, bem como, as fichas de avaliagdo contendo as instrugdes do
método.

No teste de escala de intensidade, os atributos avaliados foram:
facilidade de espalhar, absorcao, hidratacao, frescor, formacao de filme aveludado e
fragrancia. No teste de aceitagao, os avaliadores classificaram as amostras utilizando
a escala hedbnica estruturada de 7 pontos: 7- Gostei muitissimo, 6- Gostei muito, 5-
Gostei, 4- Nao gostei, nem desgostei, 3- Desgostei, 2- Desgostei muito e 1- Desgostei
muitissimo. Em paralelo, no teste de intencdo de compra, foi requerido que os
avaliadores indicassem sua intengdo de compra das amostras apresentadas, usando
a escala de 5 pontos: 5- Certamente compraria, 4- Provavelmente compraria, 3-
Talvez comprasse, talvez ndo comprasse, 2- Provavelmente ndo compraria e 1-
Certamente ndo compraria. Para o teste sensorial de efeito da aplicagao do hidratante
labial contendo levana, o qual foi realizado posteriormente aos demais testes, os
avaliadores informaram através de um simples questionamento se a formulagao
auxiliou a evitar o ressecamento e a aspereza dos labios.

Os testes sensoriais foram realizados no Laboratério de Analise
Sensorial de Alimentos — Centro de Ciéncias de Alimentos (CCA), com excegao do
teste de efeito. Ao final dos 7 dias do periodo para a avaliagdo da hidratagdo cutanea,
os voluntarios receberam as duas amostras e as fichas sensoriais contendo as

instrugdes de uso e os questionarios. Estes foram instruidos sobre como realizar os
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testes pela equipe de pesquisadores, que acompanhou a analise para sanar
quaisquer duvidas.

A realizagdo da analise sensorial se deu da seguinte forma: os
voluntarios realizaram primeiramente o teste de escala de intensidade, em seguida o
teste de aceitacao por escala hedonica de sete pontos e, posteriormente, informaram
qual a sua intengdo de compra do produto. Com o auxilio do aplicador labial, estes
aplicaram a primeira amostra codificada diretamente sobre os labios higienizados
(com a agua micelar fornecida, enxaguando os labios e secando estes com disco de
algodéo), de modo suave e uniforme, e entdo procederam com a avaliacdo dos
parametros descritos no formulario. Posteriormente, para a mesma amostra, estes
indicaram sua intengdo de compra, e poderiam deixar comentarios ou sugestoes.
Ap0s higienizar os labios com a agua micelar, o mesmo procedimento foi adotado para
as demais amostras codificadas.

O teste de efeito do hidratante labial foi realizado apds os demais. Os
avaliadores receberam uma amostra codificada na forma de bisnaga contendo a
formulacao teste do estudo (com as biomoléculas), a qual aplicaram diariamente, duas
vezes ao dia, por um periodo de 7 dias, procedendo com os mesmos cuidados
indicados para o teste de avalicdo da hidratagcdo. Ao final deste periodo, estes
avaliaram o efeito do produto através do seguinte questionamento, escolhendo como
resposta uma das alternativas, sim ou nao:

“Apos os sete dias de aplicagdo do produto, vocé percebeu que

houve melhora na aspereza e ressecamento dos seus labios?”

4.11 ANALISE ESTATISTICA - TESTES IN VIVO

A distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, para
verificagcdo da normalidade. Todos os dados foram estatisticamente comparados
utilizando-se Teste t paramétrico. Para avaliacdo da intensidade dos atributos, escala
heddnica e intengdo de compra, assumiu-se que os dados eram paramétricos, sendo

utilizado Teste t para avaliagcao de diferenca estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento deste estudo
foram apresentados na forma de dois artigos cientificos, conforme as orientagdes
previstas nos guias para autores das revistas, Cosmetics (ISNN 2079-9284) e Journal
of Applied Microbiology (ISNN) 1365-2672, sendo divididos em:

1) “Desenvolvimento de hidratante labial multifuncional contendo
levana de Bacillus subtilis natto e soforolipidios de Starmerella
bombicola por meio de planejamento experimental simplex-
centroide”;

2) “Avaliacédo da eficacia in vivo e analise sensorial de balsamo labial
multifuncional biotecnolégico contendo levana de Bacillus subtilis
natto e soforolipidio de Starmerella bombicola para reparacao e

hidratacdo dos labios”.
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ARTIGO 1

DESENVOLVIMENTO DE HIDRATANTE LABIAL MULTIFUNCIONAL CONTENDO
LEVANA DE Bacillus subtilis natto E SOFOROLIPIDIOS DE Starmerella qubicola
POR MEIO DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL SIMPLEX-CENTROIDE
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RESUMO: A demanda por ingredientes multifuncionais e naturais na industria
cosmética influencia a busca por matérias-primas inovadoras, que possibilitem
beneficios adicionais nas formulagdes. O presente estudo propde o desenvolvimento
de um hidratante labial multifuncional contendo levana (LEV) de Bacillus subtilis natto,
soforolipidios (SOF) de Starmerella bombicola e 6leo essencial de Citrus paradisi
(OCP), empregando planejamento experimental do tipo simplex-centroide. As
formulacbes desenvolvidas foram avaliadas farmacotecnicamente e quanto a
parametros fisico-quimicos. Ensaio antioxidante de sequestro do radical DPPH foi
empregado para os ativos e formulagdes. A selecdo da formulagcéo otimizada do
estudo ocorreu por meio de analise estatistica de Superficie de Resposta. As
formulagcbes nao apresentaram separacado de fases ou outras instabilidades apés
realizacdo do teste de centrifuga, e apds estresse térmico no teste de estabilidade
preliminar, o qual apresentou duragcdo de 15 dias, estas se mantiveram estaveis
quanto as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas. Os hidratantes labiais
apresentaram coloragao branca, aspecto homogéneo, odor caracteristico e sabor
levemente doce. O pH se manteve entre 6,0 e 7,0, o qual é adequado para a regiao
labial, a espalhabilidade apresentou resultados entre 415,3 e 1217,1 mm?, sendo
melhor para os hidratantes contendo SOF, a retencdo de umidade foi acima de 95%,
representando uma boa capacidade hidratante, e a capacidade antioxidante foi
préxima a 50%, o que corresponde a um bom efeito antioxidante. A formulagéo
otimizada apresentou 0,4% de LEV e 0,8% de SOF em sua composigdo. A
incorporagao destes ativos naturais em um hidratante labial & inovadora, atendendo a
demanda cosmetologica por produtos naturais, organicos e veganos, apresentando
assim, grande potencial no mercado frente aos consumidores.
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PALAVRAS-CHAVE: Cosméticos Naturais. Emulsao Labial. Ativos Biotecnolégicos.
Oleo essencial de Grapefruit. Planejamento Experimental. Eficacia Cosmética.

1. INTRODUCAO

Os labios apresentam diversas fungdes fisioldgicas no organismo humano, como a
protecdo da cavidade oral contra agentes externos, a regulagcdo da temperatura e
higrometria desta e o auxilio na ingestdo de bebidas e alimentos. Funcdes de
relacionamento e estética também sao atribuidas aos labios, pois por meio de sua
forma e deformacédo, advém o surgimento de expressées mimicas e orais durante a
comunicagao (Kim et al., 2018), sendo considerada um componente importante na
simetria e estética facial (Kar et al., 2018).

Como extensdo da mucosa oral interna para a regido externa da face, os labios,
também denominados de area vermelha ou borda vermelha dos labios (Bielfeldt et al.,
2019a), sao completamente distintos da pele em seu entorno, por ndo apresentarem
glandulas sudoriparas ou pelos (Tamura et al., 2021). A histologia destes é bem
definida, sendo essa regido constituida por ténue estrato cérneo (EC), formado por
células ortoqueratéticas de renovagado mais rapida do que aqueles presentes no
estrato corneo normal, e o epitélio caracterizado como um tecido fino, levemente
queratinizado e com menor conteudo de ceramidas (Gfeller et al., 2019).

Devido a sua proeminente localizagdo na regido facial, os labios estédo
constantemente susceptiveis a influéncias do ambiente externo, como a radiagao
solar, ventos, temperaturas extremas e uso de cosméticos e tratamentos dentarios
(Bielfeldt et al., 2019b). Dos diferentes mecanismos de manutencao da pele, o estado
de hidratagcdo do EC é o mais comumente alterado no cotidiano e para que uma
barreira intacta seja mantida na epiderme, a quantidade adequada de agua precisa
estar presente nessa superficie (Bielfeldt et al., 2019a). Devido a rapida renovagéao
celular do EC labial, corneécitos imaturos sao expostos a superficie cutanea,
permitindo que a agua presente nos labios transpire com maior facilidade, o que
resulta em uma regiao seca e aspera (Tamura et al., 2016). Com o intuito de prevenir
o ressecamento e aspereza dos labios, mantendo ou elevando os niveis de hidratacéo
do EC, produtos cosméticos para tratamento labial sdo uma excelente alternativa
(Bielfeldt et al., 2019b).

Avaliando o panorama de consumo de produtos cosmeéticos no Brasil, no ano de
2023, o pais assumiu a quarta colocagao no mercado de higiene pessoal, perfumaria
e cosmeéticos e a sétima colocagao no mercado mundial de aquisicao de maquiagens
(Associacao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos -
ABIHPEC, 2023). Esta crescente demanda por produtos de higiene pessoal,
perfumaria e cosméticos (HPPC) esta relacionada a fatores como a influéncia das
midias sociais, o langamento de produtos que atendem as necessidades dos
consumidores e a busca pela impressao de jovialidade.

A industria cosmética cada vez mais preza pelo desenvolvimento de formulagcées
com matérias-primas naturais, que apresentem melhor custo-beneficio e que
conferem proventos adicionais ao produto, como atividades antioxidante e hidratante,
além de melhorias no sensorial. Exopolissacarideos (EPS), como o acido hialurénico,
tém sido vastamente empregados na cosmetologia com finalidade de agregar
multifuncionalidade aos produtos, por serem biocompativeis e apresentarem diversas
propriedades bioativas (Da Silva et al., 2019).
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Desta forma, a proposta deste estudo é desenvolver um hidratante labial com ativos
biotecnoldgicos como levana (LEV) e soforolipidios (SOF), e 6leo essencial de Citrus
paradisi. A LEV, um EPS de frutose constituido por ligagdes do tipo 3(2—6), apresenta
elevado potencial para aplicagao na industria cosmética como principio ativo. Esta é
descrita na literatura como um polimero que apresenta diversas potencialidades
farmacoldgicas e propriedades bioativas, tais como antiviral, antioxidante, clareadora
e hidratante, além de ser utilizada como emulsificante e agente encapsulante (Ragab
et al., 2019; Da Silva et al., 2020), a qual € obtida por meio de microrganismos como
Bacillus subtilis. Os SOFs correspondem a biossurfactantes e apresentam soforoses
dissacaridicas (2'-O-B-D-glucopiranosill-1-B-D-glucopiranose) unidas por ligagdes
glicosidicas a uma cadeia de acido graxo (Hipdlito et al., 2020). Estes sdo produzidos
a partir de cepas fungicas ndo patogénicas, por meio de processos fermentativos
(Varvaresou; lakovou, 2015). Por apresentarem baixa toxicidade e elevada
biodegradabilidade, nos ultimos anos ha um grande interesse em sua pesquisa para
aplicagdo como biossurfactante em diversas areas. A boa compatibilidade com a pele
apresentada pela LEV e pelos SOFs, suas propriedades hidratantes e suas atividades
biolégicas, como antimicrobiana e antioxidante, permitem que sejam empregados na
industria cosmética (Cho; Ng; Yap, 2022).

O emprego de 6leos essenciais (OE) pela industria cosmética tem se destacado
(Sharmeen et al., 2021), tanto pelo aroma quanto pelas diversas propriedades
bioativas e farmacoldgicas que apresentam (Cunha et al., 2022). O d6leo essencial de
Citrus paradisi (toranja ou grapefruit) (OCP), o qual é reconhecido como GRAS
(Geralmente reconhecido como seguro, pelo FDA - Food and Drug Administration),
apresenta diversas propriedades bioativas, tais como antimicrobianas, as quais
podem ser aplicadas no desenvolvimento de produtos cosméticos (Dosoky; Setzer,
2018). Com base nas informagdes apresentadas, este trabalho teve como objetivo
principal desenvolver um hidratante labial multifuncional como novo cosmético
biotecnoldgico, contendo LEV de Bacillus subtilis natto, SOF de Starmerella bombicola
e OCP como principios ativos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos e 6leo essencial de Citrus paradisi (OCP)

A bactéria Bacillus subtilis natto (CCT 7712), obtida da Colecdo de Culturas
Tropicais, foi fornecida pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
(Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Brasil) e utilizada para a producéo de
levana. A levedura Starmerella bombicola (ATCC® 22214™), obtida da American
Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA), foi fornecida pelo Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia (Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Brasil) e
empregada para a producao de soforolipidios. Os microrganismos Staphylococcus
aureus (ATCC® 25923™), Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228™) e
Streptococcus mutans (UA 159) foram fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia
Basica e Aplicada (Universidade Estadual de Londrina, Brasil). O 6leo essencial de
Citrus paradisi (OCP) foi obtido comercialmente (ViaAroma, Porto Alegre, Brasil).

2.2. Obtencgao das Biomoléculas

2.2.1 Levana (LEV)
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A LEV foi produzida pela enzima levanasacarase, obtida por meio da bactéria B.
subtilis natto (CCT 7712), conforme metodologia descrita por Helenas et al. (2022). A
extracdo da LEV ocorreu por meio de precipitagdo com etanol absoluto na proporgao
de 1:3 v/v (sobrenadante: etanol), sendo o sistema mantido em repouso durante 12
horas a 4 °C. Em seguida, empregou-se centrifugagdo a 6500 G, durante 20 minutos
e a 4 °C foi. Apos a evaporagao completa do etanol, a LEV foi dialisada contra agua
destilada, durante 48 horas, com trés trocas diarias de agua, sendo posteriormente
congelada e liofilizada.

2.2.2. Soforolipidios (SOF)

A produgéo dos soforolipidios ocorreu a partir da levedura S. bombicola (ATCC®
22214™), em biorreator de bancada, empregando como substratos glicose e acido
oleico, conforme metodologia descrita por Silveira et al. (2019). O in6culo da levedura
foi padronizado a 0,5 g-L". A extragdo dos soforolipidios ocorreu com solventes
organicos, sendo este posteriormente seco em estufa e liofilizado.

2.3. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana dos Ativos
Os ensaios foram realizados frente as cepas bacterianas S. aureus (ATCC
25923), S. epidermidis (ATCC 12228) e S. mutans (UA 159).

2.3.1. Concentragao Inibitéria Minima

A concentragao inibitéria minima (CIM) dos SOF e do OCP foi determinada pelo
método de diluicdo em caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute Guidelines,
CLSI, 2021), com as faixas de concentragdes de 0,003 mg-mL" a 0,184 mg-mL"" de
SOF e 0,66 mg-mL" a 41,75 mg-mL" para o OCP. O ensaio foi realizado em
microtubos, em triplicata e em trés ocasides diferentes.

Colbnias isoladas de cultura bacteriana crescidas em meio agar Muller-Hinton
(MHA, Difco) (S. aureus e S. epidermidis) e meio agar Brain Heart Infusion Broth (BHI,
Himedia) (S. mutans), foram suspensas em soluc¢ao salina (0,85% cloreto de sddio,
m/v, Merck) e ajustadas a escala 0.5 de McFarland, para obtengdo de 1,5 x 108
unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC-mL-"). Apds a diluigao de 1:100 da
suspensao bacteriana em Caldo Muller-Hinton (MHB, Difco) e Caldo BHI (Himedia),
50 uL foram inoculados nos respectivos tratamentos com os antimicrobianos, nas
concentragbes descritas anteriormente. Meio de cultura, ativos antimicrobianos e
DMSO na auséncia de in6culo foram testados como controle de esterilidade. O
controle positivo para crescimento bacteriano foi realizado com inéculo em meio de
cultura sem antimicrobiano.

Os microtubos foram incubados por 24h, a 37 °C (para S. mutans a incubacgao
ocorreu em estufa com circulagao de 4,5% de CO.), e a CIM foi determinada como a
menor concentragdao dos agentes antimicrobianos capaz de inibir o crescimento
bacteriano visivel.

2.3.2. Efeito Antimicrobiano de SOF e OCP em Combinacgao

Os valores de CIM para cada ativo em combinacgao foi determinado pelo ensaio
de microdiluigdo em caldo de duplo gradiente de concentragdao, com base na turbidez,
de forma similar ao descrito no item 2.3.1. O tipo de interacao antibacteriana entre os
ativos foi determinado pelo indice de concentracao inibitoria fracionada (FICI),
conforme descrito por Garcia-Garcia et al. (2011), com algumas modificagdes.
Combinagbes de SOF (0,003 - 0,092 mg-mL-") e OCP (5,22 - 41,75 mg-mL"") foram
testadas.
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O ind6culo bacteriano foi preparado conforme descrito no item 2.3.1, utilizando
escala de McFarland e posterior diluicdo de 1:100 nos meios de cultura adequados
para cada espécie bacteriana, bem como, os controles de esterilidade e viabilidade
bacteriana. Os microtubos foram incubados por 24h, a 37 °C (para S. mutans a
incubagdo ocorreu em estufa com circulagdo de 4,5% de COy). A interagdo dos
compostos foi analisada pelo indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF),
obtido na equacdo 1 pela soma da Concentragdo Inibitéria Fracionaria (CIF) dos
soforolipidios (Equacgao 2) e do OCP (Equacao 3). ICIF € interpretado como sinérgico
(= 0,5), aditivo (> 0,5 e = 1), indiferente (> 1 e <4) ou antagonista (2 4) (Odds, 2003),
conforme o calculo ICIF=CIFsort+ CIFocp, em que CIF=CIM combinacaol CIM individual.

2.4. Avaliagao da Atividade Antioxidante dos Ativos

A analise da capacidade antioxidante dos ativos foi realizada conforme metodologia
descrita por Srikanth et al. (2015), com adaptacdes. Inicialmente, o DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) foi solubilizado em etanol para obter concentragdo de 250 uM e este
foi mantido ao abrigo da luz. Amostras testes foram preparadas em diferentes
concentragdes, na forma de curva: a LEV foi dissolvida em agua nas concentragbes
de 1 mg-mL"a 100 mg-mL-"; o SOF foi dissolvido em etanol nas concentragdes de 5
mg-mL~" a 50 mg-mL"; e o OCP foi diluido em etanol nas concentragdes de 1uL-mL""
a 50 yL-mL™". Para a mistura reacional, 1 mL das solugbes teste mais 0,3 mL da
solugdo DPPH foram adicionadas em tubos de ensaio envoltos em papel craft,
procedimento realizado em ftriplicata, e estes foram mantidos em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por 30 minutos. Para o branco, 1 mL das solugdes teste
e 0,3 mL de etanol foram utilizados. O controle foi composto por 1 mL de etanol e 0,3
mL de solucdo DPPH. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-Vis no
comprimento de onda de 517 nm. A taxa de inibicdo (%) do radical livre foi calculada
conforme a equacédo % nibicédo =((abs. do controle — abs. da amostra) | abs.do
controle)x100.

2.5. Desenvolvimento das Formulagdoes Cosméticas

O planejamento experimental simplex-centroide foi utilizado para otimizagcdo das
concentragbes dos ativos. Sete formulacbes foram desenvolvidas variando os
componentes x1 (LEV), x2 (SOF) e x3 (OCP), a partir de formulagao controle do tipo
emulsao O/A. A concentragdo maxima empregada dos ativos foi 2% (LEV), 1% (SOF)
e 0,3% (OCP). As formulagbes foram preparadas por meio de agitacdo mecéanica,
sendo compostas por: agua destilada, EDTA dissodico, sacarina sédica, glicerina,
copolimero de acrilato de sodio e lecitina, éleo de ricino, triglicérides de acido caprico
e caprilico, manteiga de karité, butilhidroxi tolueno, mentol, polissorbato 80,
fenoxietanol e metilisotiazolinona, solugado de hidréxido de sédio a 20%, conforme
patente depositada no INPI sob n°® BR 10 2023 008390 0. Ao final do processo, as
formulacées foram acondicionadas em frascos plasticos de polietileno (PP) com
capacidade de 100 mL, sendo mantidas sob refrigeragao, por um periodo de 24 horas,
para a realizacao de testes posteriores de centrifugacao (pré estabilidade).

2.6. Caracterizagao Farmacotécnica das Formulagoes

2.6.1. Teste de Pré-Estabilidade
Cinco gramas de cada formulagao, em ftriplicata, foram acondicionados em tubos
Falcon de 15 mL, e submetidos a centrifugacao (Centrifuga Baby, Fanem®) durante
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30 minutos, a 2800 rpm (Brasil, 2004).

2.6.2. Ensaios Organolépticos

Conforme o Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos (Brasil, 2008),
foram realizados ensaios de aspecto, cor, sabor e odor para as formulagdes O/A
desenvolvidas.

2.6.3. Espalhabilidade

A avaliacido da espalhabilidade dos hidratantes labiais ocorreu por meio do método
de placas paralelas e o ensaio foi realizado em ftriplicata. 1 g das formulagdes foi
transferido sobre o ponto central de uma placa de vidro (20 cm x 20 cm), contida sobre
uma escala de papel milimetrado. Sobre as formulagdes, foi adicionada uma placa de
vidro de massa conhecida para determinar a superficie que estas englobaram apds
um minuto de pressao, por meio da leitura dos didametros abrangidos. Posteriormente,
objetos de massa conhecida (2 g, 5 g e 10 g) foram adicionados sobre a placa de
vidro, e apés 1 minuto da adicdo de cada objeto, fez-se a leitura dos diametros
abrangidos pela amostra. Calculo posterior do didmetro médio (Knorst, 1991) foi
realizado e a espalhabilidade de cada amostra calculada por meio da equacao Ei =
(d?. 7)/ 4.

2.6.4. Retencgao de Umidade

A retencéo de umidade (RU) pelas formulagdes dos hidratantes labiais foi avaliada
por método gravimétrico, de acordo com metodologia proposta por Zhang et al. (2012).
Brevemente, em cadinho previamente tarado, foram adicionados 1 g de formulagao
mais 1 mL de agua destilada, sendo o sistema homogeneizado. Em seguida, estes
foram acondicionados em dessecador de umidade selado com solucido saturada de
KoCO3 (43% de umidade relativa), por um periodo de 96 horas, a temperatura
ambiente. A porcentagem de RU foi calculada conforme equagdo RU(%) =
(PT/P0)X100, em que PT corresponde a peso final e PO a peso inicial, pela
percentagem de agua residual nas amostras.

2.6.5. Avaliacao da Atividade Antioxidante das Formulagdes

Para a analise da capacidade antioxidante das formulagdes de hidratante labial, a
mesma metodologia do item 2.5 foi adotada. As amostras testes foram preparadas na
concentragéo de 400 mg-mL-!, com adigdo de etanol e posterior homogeneizagiao em
vortex durante 2 minutos, para dissolugdo completa da formulagao no solvente. Em
seguida, o sistema foi filtrado em papel filtro. Vale ressaltar que para a realizagao
desta analise, todas as formulagdes foram produzidas sem a adicdo de BHT em sua
composicao, pois este € um excelente antioxidante e poderia interferir nos resultados
obtidos.

2.6.6. Estabilidade Preliminar das Formulagoes

O ensaio de estabilidade preliminar foi realizado conforme o Guia de Estabilidade
de Produtos Cosméticos (Brasil, 2004), com periodo de duracao de 15 dias (ciclos de
24h, alternando a temperatura), sendo as condigées de armazenamento empregadas:
estufa (40 = 2 °C) e geladeira (5 = 2 °C). Os parametros organolépticos e fisico-
quimicos foram paralelamente avaliados, sendo realizados no tempo zero (24h apés
a manipulacao das formulagbes) e apds 15 dias de estresse térmico. O ensaio foi
realizado em triplicata e uma amostra de referéncia foi mantida ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, para fins comparativos.
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2.7. Analise Estatistica e de Superficie de Resposta

A distribuicao dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, para verificagao
da normalidade. Caso distribuicdo normal, todos os dados foram estatisticamente
comparados utilizando-se analise de variancia (ANOVA), e para comparagdo de
diferencgas individuais entre as médias, teste de Tukey. Caso a distribuigdo nao fosse
normal, teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn foram empregados. Em todos os
casos, um nivel de significancia de p < 0,05 foi aceito para denotar significancia.
Analise de superficie de resposta (Software Statistica versdo 7.0.0) também foi
realizada para definicdo da formulagao otimizada.

3. RESULTADOS

3.1.0btencao das Biomoléculas

A produgdo de levana a partir da enzima levanasacarase foi de 42,93 g-L™,
enquanto a produgao de soforolipidios foi de 87,10 g-L™', devido a estudos anteriores
realizados pelo grupo de pesquisa e padronizagédo dos processos fermentativos.

3.2. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana dos Ativos

Os testes antimicrobianos foram realizados com os ativos SOF e OCP, os quais
apresentam relatos na literatura de suas propriedades antimicrobianas. Os
microrganismos utilizados na realizagcdo das analises sao relacionados a infecgbes
causadas na regiao labial (Jung et al., 2019; Kim, 2019; Amin et al., 2021; Alkhars et
al., 2022), além de fazerem parte da microbiota desta regido e da cavidade oral. Os
testes de CIM demonstraram que SOF e OCP sao capazes de inibir o crescimento
dos microrganismos testados, com CIM entre 0,012 - 0,048 mg-mL"" e entre 10,44 -
41,75 mg-mL-', respectivamente. A associagdo dos ativos, em todos os casos,
permitiu redugcédo na CIM quando comparado aos tratamentos individuais, resultando
em uma interacao de aditismo (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito dos soforolipidios (SOF) e 6leo essencial de Citrus paradisi (OCP) frente aos
microrganismos S. aureus, S. epidermidis e S. mutans.

SOF (mg-mL"") OCP (mg-mL™")
CIM CIMc CIF CIM CIMc CIF
S. aureus 0,012 0,006 0,5 10,44 5,22 0,5 1,0 Aditismo
. S. . g 0,048 0,024 0,5 41,75 20,88 0,5 1,0 Aditismo
epidermidis
S. mutans 0,012 0,006 0,5 20,88 10,44 0,5 1,0 Aditismo
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) dos ativos isolados, em combinacdo (CIMc) e Indice de
Concentragao Inibitoria Fracionada (ICIF) obtido pela Concentragao Inibitoria Fracionada (CIF) dos SOF e
OCP. ICIF, o qual depende da CIF, é interpretado da seguinte forma: sinérgico (< 0,5), aditivo (>0,5e <
1), indiferente ( > 1 e < 4) ou antagonista (2 4). CIF é determinado pela equacgao:
CIF=CIM compinagaol CIM indiviauar. ICIF é determinado pela equagao: ICIF=CIFsort ClFoce.

ICIF Interagéo

3.3. Avaliacao da Atividade Antioxidante dos Ativos
O teste de atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH demonstrou que
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o OCP apresenta baixo potencial antioxidante, abaixo de 12,75%, nas concentragdes
de 1,0 - 50 yL-mL-'. Os SOFs apresentaram potencial antioxidante entre 33,87% e
61,53% nas concentragbes de 5,0 - 40 mg-mL™", respectivamente, assim como aLEV,
a qual apresentou potencial antioxidante entre 22,0% e 56,10% nas concentragdes de
1,0 - 100 mg-mL™", respectivamente.

3.4. Desenvolvimento das Formulag6es Cosméticas

A escolha da concentragcdo dos ativos (variaveis) empregada no planejamento
experimental foi baseada na resposta das analises antioxidante e antimicrobiana, e
em informagdes da literatura. A concentracédo de OCP foi definida como 0,3% (2,5
mg-mL-"), a concentragdo de SOF foi definida como 1,0% e a concentragédo de LEV
empregada foi de 2,0%.

Tabela 2 - Concentracdo dos ativos empregadas nas formulagdes conforme
planejamento experimental.

(2",'5}/’0) (13’802) (8;2) Composigio % (100 g)
F1 1 0 0 2.0% LEV
F2 0 1 0 1,0% SOF
F3 0 0 1 0.3% OCP
F4 v, v, 0 1,0% LEV + 0,5% SOF
F5 0 % 7 0,5% SOF + 0,15% OCP
F6 v, 0 % 1.0% LEV + 0,15% OCP
0,66% LEV + 0,1% OCP +
F7 113 113 113 39 BOF
FB 0 0 0 Sem ativos

Levana: LEV; Soforolipidios: SOF; Oleo Essencial de Citrus paradisi (OCP). Planejamento
experimental simplex-centréide.

3.5. Caracterizagao Farmacotécnica das Formulagoes

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 3. No teste de
centrifugacgao, a base e as demais formulagcbes ndo apresentaram qualquer sinal de
instabilidade, como separacao de fase, sedimentacdo ou cremeacado. Quanto aos
parametros organolépticos, todas as formulagdes, incluindo a base, apresentaram
coloracgao branca, sabor levemente doce (normal) e odor caracteristico (hormal), com
excecao das formulagdes contendo OCP em sua composic¢ao, as quais apresentaram
odor caracteristico do 6leo essencial. Quanto ao aspecto, todas as formulagbes
apresentaram-se homogéneas e viscosas. As formulagdes contendo SOF
aparentavam estar levemente menos viscosas devido a incorporagdo dessa molécula,
porém, apresentaram melhor espalhabilidade quando comparado a base.

Todas as formulagcbées apresentaram pH entre 6,0 e 7,0, o qual é adequado para
produtos labiais. No quesito espalhabilidade, as formulacdes apresentaram resultados
entre 4153 e 469,2 mm? com excegdo daquelas contendo SOF, as quais
apresentaram resultados entre 909,6 e 1217,1 mm?2. Quanto a retengédo de umidade,
todas as formulagbes apresentaram valores de retencao entre 95,30% e 97,92%.
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Tabela 3 - Caracterizagdo farmacotécnica das formulagées no tempo zero.

Espalhabilidade Retencido de Umidade

Formulagao Centrifuga Aspecto Cor Odor Sabor
(mm? (%RU)
FB SSF \Y Branco Normal Normal 423,0 + 42,6 97,92 +£ 0,38
2,0% LEV SSF \Y Branco Normal Normal 415,3+ 21,5 97,70 £ 0,54
1,0% SOF SSF MV Branco Normal Normal 909,6 +41,1* 96,29 + 1,00
0,3% OCP SSF Vv Branco CO""E‘"‘F‘," Normal 4225 + 20,8 97,32 + 1,61
1,0% LEV + * *
0,5% SOF SSF MV Branco Normal Normal 1170,0 + 14,1 95,30 + 0,56
0,5% SOF Carac
+0,15% SSF MV Branco ) Normal 1217,1 + 14,3* 97,71 £ 0,87
OCP
OCP
1,0% LEV + Carac.
0.15% OCP SSF V Branco ocp Normal 469,2 + 5,1 97,42 + 0,30
0,66% LEV
+0,1% Carac. .
OCP + SSF MV Branco ocp Normal 1061,2+7,4 97,56 £ 0,16
0,33% SOF

SSF: sem separacgao de fases; V: viscoso; MV: menos viscoso; Carac. OCP: odor carateristico do OCP;
mm?: milimetros quadrados; %RU: percentual de retengédo de umidade; *: diferenca estatistica significativa
em relagédo a FB (p < 0,05), ANOVA, teste de comparag¢des multiplas de Dunnett.

3.6. Estabilidade Preliminar das Formulagoes

ApoOs a realizacdo das caracterizagdes farmacotécnicas, todas as formulacdes
foram submetidas ao teste de estabilidade preliminar, durante um periodo de 15 dias.
Os parametros cor e odor permaneceram inalterados ao longo do estudo, enquanto
em relagdo ao aspecto e sabor, algumas formulagdes apresentaram leves alteracgdes,
como a diminui¢ao da viscosidade e a redug¢ao do sabor doce, porém, estas nao foram
relevantes a ponto de permitir a eliminacdo das formulagées do estudo. O pH das
formulacdes foi verificado nos tempos zero e 15 dias e ndo apresentou qualquer
modificagdo, mantendo-se entre 6,0 e 7,0.

No quesito espalhabilidade, todas as formulagcées do tempo 15 dias apresentaram
variagdo em sua capacidade de espalhamento quando comparadas as suas
respectivas formulagdes no tempo zero, denotando significancia estatistica (p < 0,05)
(Figura 1). Este parametro indicou que as formulagdes submetidas ao estudo
apresentaram melhora em sua espalhabilidade ao longo do tempo.
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Figura 1 - Espalhabilidade apresentada pelas formulagdes no estudo de estabilidade
preliminar.
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Espalhabilidade das formulagbes: TO: tempo zero; T15: tempo 15 dias. mm? milimetros
quadrados. *: diferenga estatistica significativa.

Formulagdes: FB: base; F1: 2% de LEV; F2: 1% de SOF; F3: 0,3% de OCP; F4: 1,0% LEV +
0,5% SOF; F5: 0,5% SOF + 0,15% OCP; F6: 1,0% LEV + 0,15% OCP; F7: 0,66% LEV + 0,1%
OCP + 0,33% SOF.

Quanto a retencdo de umidade (Figura 2), tanto as formulagbes do tempo zero
quanto as do tempo 15 dias n&do apresentaram diferenga estatistica significativa (p <
0,05) para este parametro, ou seja, estas mantiveram seu nivel de hidratagdo ao longo
do periodo do estudo.

Figura 2 - Retencdo de umidade apresentada pelas formulagbes no estudo de
estabilidade preliminar.
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Retengcédo de umidade das formulagbes: TO: tempo zero; T15: tempo 15 dias. %RU:

porcentagem de retengao de umidade.

Formulagdes: FB: base; F1: 2% de LEV; F2: 1% de SOF; F3: 0,3% de OCP; F4: 1,0% LEV +

0,5% SOF; F5: 0,5% SOF + 0,15% OCP; F6: 1,0% LEV + 0,15% OCP; F7: 0,66% LEV + 0,1%

OCP + 0,33% SOF.
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A partir do estudo de estabilidade preliminar realizado, foi possivel verificar que as
formulagbes se mantiveram estaveis ao serem submetidas a condigdes de estresse.
Desta forma, ndo houve exclusdo de nenhuma delas na parte sequencial do trabalho.

3.7. Avaliacao da Atividade Antioxidante das Formulagoes

As formulagdes do estudo também foram submetidas ao teste de capacidade
antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, para verificagdo da atividade
antioxidante apresentada por estas (Tabela 4). As formulagbes apresentaram bom
resultado para este parametro, com taxas de inibicao do radical livre entre 45,71% —
53,28%. As formulagdes contendo 0,3% OCP e 1,0% LEV + 0,15% OCP foram as
unicas que apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em relagao a FB,
com diminui¢do da sua capacidade antioxidante.

Tabela 4 - Atividade antioxidante de sequestro do radical DPPH apresentado pelas
formulagdes no tempo zero.

Formulagao % de Inibigao
FB 51,32 £ 1,03
2,0% LEV 49,14 + 2,38
1,0% SOF 53,28 £ 0,38
0,3% OCP 45,71 +0,38*
1,0% LEV + 0,5% SOF 52,70 + 2,57
0,5% SOF + 0,15% OCP 47,60 £ 0,40
1,0% LEV + 0,15% OCP 46,05 £ 1,97
0,66% LEV + 0,1% OCP + 0,33% SOF 51,48 + 1,99

*. diferenca estatistica significativa em relacdo a FB (p < 0,05), ANOVA one-way,
teste de comparacgdes multiplas de Dunnett.

3.8. Analise de Superficie de Resposta

O método empregado para a avaliagcdo da formulagao otimizada foi a analise
estatistica de Superficie de Resposta (Software Statistica, versao 7.0.0), onde as
variaveis analisadas foram a concentragao dos ativos SOF, LEV e OCP, sobre as
respostas espalhabilidade, atividade antioxidante e reten¢géo de umidade.
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Tabela 5 - Planejamento simplex-centroide para a espalhabilidade, atividade

antioxidante e retencédo de umidade das formulagdes.

Variaveis Codificadas

Variaveis Resposta

Ensaios

x1

x2

x3

Espalhabilidade

Atividade
Antioxidante

Retencéao de

(mm2) ) Umidade (%)
1 1,000 0,000 0,000 415,30 49,14 97,70
2 0,000 1,000 0,000 909,60 53,28 96,29
3 0,000 0,000 1,000 422,50 45,71 97,32
4 0,500 0,500 0,000 1170,00 52,70 95,30
5 0,000 0500 0,500 1217,00 47,60 97,71
6 0,500 0,000 0,500 469,20 46,05 97,42
7 0333 0333 0,333 1061,20 52,57 96,20
8 0333 0333 0,333 1084,90 52,70 96,34
9 0333 0333 0,333 1056,50 49,18 97,56
10 0333 0333 0,333 1075,80 51,48 96,78

x1: LEV, x2: SOF e x3: OCP. Em mm?: milimetros quadrados.

3.8.1 Espalhabilidade

A superficie de resposta e o perfil de predicdo de valor e desejabilidade (profile of
predict value and desirability) para a espalhabilidade sdo apresentados na Figura 3.
De acordo com as analises estatisticas, a formulagao composta por 0.0 de levana, 0.5
de soforolipidio (0,5%) e 0.5 de OCP (0,15%) seria a ideal para obter a melhor
espalhabilidade do produto. As estimativas do modelo s&o apresentadas na Tabela 6.
A presenca de LEV, SOF e OCP foram significantes (p < 0,05) para a espalhabilidade,
apresentando efeito positivo. As combinagdes SOF e LEV e SOF e OCP apresentaram
melhor efeito positivo na espalhabilidade das formulagdes (2030,20 e 2204,20 mm?,
respectivamente). A ANOVA do modelo obtido para descrever a espalhabilidade
mostrou coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9997 e foi significante ao nivel de 5%.
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Figura 3 - Superficie de resposta e perfil de predicdo de valor e desejabilidade para a
espalhabilidade das formulagbes.
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Tabela 6 - Estimativas do modelo para o parametro espalhabilidade das formulagdes.

Fatores Estimativa Erro padrao r- p-valor
valor
LEV (x1) 415.30 11.96 34.74 0.000828*
SOF (x2) 909.60 11.96 76.08 0.000173*
OCP (x3) 422.50 11.96 35.34  0.000800*
x1x2 2030.20 58.57 34.66 0.000831*
x1x3 201.20 58.57 3.44 0.075299
x2x3 2204.20 58.57 37.63 0.000705*
X1x2x3 -36.30 316.77 -0.11 0.919236
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R?:0,9997, R%usted:0,9987; Lack-of-fit: p=0,919236; *: p < 0,05.

3.8.2 Atividade Antioxidante

A superficie de resposta e o perfil de predigdo de valor e desejabilidade (profile of
predict value and desirability) para a atividade antioxidante sdo apresentados na
Figura 4. De acordo com as analises estatisticas, a formulagdo composta por 0.25
(0,5%) de levana, 0.75 de soforolipidio (0,75%) e 0.0 de OCP seria a ideal para obter
a melhor atividade antioxidante do produto. As estimativas do modelo sao
apresentadas na Tabela 7. LEV, SOF e OCP foram significantes (p < 0,05) para a
atividade antioxidante, apresentando efeito positivo. A combinag¢ao SOF, LEV e OCP
apresentou melhor efeito na atividade antioxidante das formulagdes (98,94%). Efeitos
negativos foram presenciados quando da combinagdo do OCP com SOF ou LEV (-
7,58% e -5,50%, respectivamente). A ANOVA do modelo obtido para descrever a
atividade antioxidante exibiu coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9879 e foi
significante ao nivel de 5%.

Figura 4 - Superficie de resposta e perfil de predicdo de valor e desejabilidade para a
atividade antioxidante das formulacoes.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
Levana Soforolipidio Oleo Essencial Desirability
58.000

53362 [--p--:- “Al ,,,,,,,

,,,,,, ] ===l |e= % ¥ 53280

49.495

% } o 45710

——t
—
—e—
Atividade
in

40.000

1.0000 [--@--f--mmmsmmmmend]  fomeeeeooeeee g—a-- [--Qo---eeeeeremeeeao

Desirability

Tabela 7 - Estimativas do modelo para o parametro atividade antioxidante das
formulacdes.

Fatores Estimativa Erro padrao  T-valor  p-valor
LEV (x1) 49.14 0.67 73.34 0.000186*
SOF (x2) 53.28 0.67 79.52 0.000158*
OCP (x3) 45.71 0.67 68.22 0.000215*
x1x2 5.96 3.28 1.82 0.211055
x1x3 -5.50 3.28 -1.67 0.235796
x2x3 -7.58 3.28 -2.31 0.147203
x1x2x3 98.94 17.75 5.57 0.030716*

R2: 0,9879, R%justed:0,9518; Lack-of-fit: p: 0,2358; *: p < 0,05.

3.8.3 Retencao de Umidade

A superficie de resposta e o perfil de predicao de valor e desejabilidade (profile of
predict value and desirability) para a retencdo de umidade sao apresentados na Figura
5. De acordo com as analises estatisticas, a formulagdo composta por 0.0 de levana,
0.5 de soforolipidio (0,5%) e 0.5 de OCP (0,15%) seria a ideal para obter a melhor
retencdo de umidade do produto. As estimativas do modelo sdo apresentadas na
Tabela 8. LEV, SOF e OCP foram significantes (p <0,05) para a retengcédo de umidade,
apresentando efeito positivo. Efeitos negativos foram presenciados quando da
combinagao de LEV com SOF ou com o OCP (-6,78% e -0,36%, respectivamente),
bem como, quando da combinagdo dos trés ativos (-7,35%). Efeito positivo foi
encontrado para a mistura do SOF com o OCP (3,62%), porém, este néo foi
significativo. A ANOVA do modelo obtido para descrever a retencéo de umidade exibiu
coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9659 e foi significante ao nivel de 5%.
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Figura 5 - Superficie de resposta e perfil de predigdo de valor e desejabilidade para
a retengédo de umidade das formulagdes.
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Tabela 8 - Estimativas do modelo para o parametro retencdo de umidade das

formulacdes.

Fatores Estimativa  Erro padrdao T-valor p-valor
LEV (x1) 97.70 0.30 322.81 0.000010*
SOF (x2) 96.29 0.30 318.15  0.000010*
OCP (x3) 97.32 0.30 321.55 0.000010*
xX1x2 -6.78 1.48 -4.57 0.044646~
x1x3 -0.36 1.48 -0.24 0.830790
x2x3 3.62 1.48 2.44 0.134684
X1x2x3 -7.35 8.02 -0.92 0.456121

R?: 0,9659, R%,justed: 0,8636; Lack-of-fit: p: 0.830790; * p < 0,05.

3.8.4 Selegao da Formulagao do Estudo

Baseado nos resultados obtidos para a analise de superficie de resposta, foi
possivel predizer a formulagao otimizada do estudo (Figura 6), a qual € composta por
LEV (0,4%) e SOF (0,8%), sem OCP, de modo a obter as melhores respostas para os
parametros espalhabilidade (1135,6 mm?), atividade antioxidante (53,41%) e retengéo
de umidade (95,49%). A concentragéo dos ativos na formulacao otimizada foi baseada
na concentragao inicial empregada no planejamento simplex-centréide (2,0% de LEV
e 1,0% de SOF), sendo que 0.2 LEV corresponde a 0,4% e 0.8 SOF corresponde a

0,8%.

Figura 6 - Otimizacao conjunta dos ativos.
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4. DISCUSSAO

A busca e o desenvolvimento de insumos naturais, sustentaveis e biodegradaveis
tém despontado entre os mercados cosmético e farmacéutico, em alternativa aos
compostos sintéticos disponiveis. Moléculas obtidas por biotecnologia, como LEV de
B. subtilis natto e SOF de S. bombicola, através de processos fermentativos, sao
exemplos de ativos que atendem a esta tendéncia (Dahmer et al., 2022). Neste
trabalho, a produgdo de LEV a partir da enzima levanasacarase foi de 42,93 g-L™".
Esta foi superior aos descritos por Pei et al. (2020), em que levana proveniente de B.
megaterium apresentou producgédo de 4,82 g-L-!, por Bouallegue et al. (2020), em que
levana proveniente de B. subtilis A17 apresentou produgdo de 2,85 g-L™", e por Gojgic-
Cvijovic et al. (2019), em que a producao de levana por B. licheniformis NS032
apresentou produgéo entre 6,53 — 52,85 g-L™", variando de acordo com os parametros
fermentativos empregados. A producao da LEV neste trabalho foi elevada devido a
estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa, relacionado aos parametros
fermentativos (Dos Santos et al., 2013; Bersaneti et al., 2018), e pelo uso da enzima
levanasacarase para sua producao.

A produgao de SOF foi de 87,10 g-L-'. Este foi superior aos descritos por Silveira et
al. (2019), em que soforolipidio proveniente de S. bombicola apresentou producao de
69,83 g-L", e por Hipolito et al. (2020) com produgéo de 67,0 g-L™, e foi inferior ao
descrito por Caretta et al. (2022), em que soforolipidio apresentou producao de 111,25
g-L'. Como pode ser verificado, a produgido do SOF neste trabalho foi semelhante
aos demais encontrados na literatura. A utilizagado do acido oleico e da glicose como
substratos permite a otimizagdo da produgdo deste biossurfactante, levando a
melhores resultados, como ja foi previamente estudado pelo grupo de pesquisa. Além
disso, favorecem a producgao de soforolipidio lacténico, o qual tem sido reconhecido
na literatura como potente agente antimicrobiano (Caretta et al., 2022).

Os testes antimicrobianos foram realizados com os ativos SOF e OCP. Conforme
Tabela 1, o SOF apresentou CIM de 0,012 - 0,048 mg-mL"' para S. aureus, S.
epidermidis e S. mutans, enquanto o OCP apresentou CIM de 10,44 - 41,75 mg-mL""’
para 0os mesmos microrganismos. Da Fontoura et al. (2020) demonstraram que
soforolipidio proveniente de S. bombicola apresentou CIM de 500 yg-mL-"' para S.
aureus ATCC 6336 e S. mutans ATCC 25175, enquanto Filipe et al. (2022) verificaram
que soforolipidio proveniente de S. bombicola apresentou CIM de 31,25 ug-mL-" para
S. aureus e de 125,0 uyg-mL™" para S. epidermidis. A atividade antimicrobiana do SOF
frente a diversos microrganismos ja foi demonstrada na literatura (Ashby et al., 2018;
Silveira et al., 2019; Caretta et al.,, 2022; Cho et al., 2022) e esta ocorre,
principalmente, pela desestabilizagdo ou alteragdo da membrana celular dos
patdégenos, o que acarreta mudancas em sua permeabilidade, induzindo possiveis
extrusdes citoplasmaticas e, consequentemente, a morte. Este mecanismo de acao
dos SOFs é relacionado ao seu efeito surfactante, ocasionado devido a natureza
anfifilica de sua molécula, a qual permite que ocorram interagdes entre o agucar
(soforose) e as porgdes lipidicas, resultando em danos a membrana celular. Os SOFs
apresentam acao contra bactérias Gram-negativas e positivas, mas seu efeito € mais
presenciado em Gram-positivas, o que indica que a ag¢ao antimicrobiana desta
biomolécula se relaciona a composi¢ao especifica da membrana celular de certas
cepas microbianas (Silveira et al., 2019; Da Fontoura et al., 2020; Caretta et al., 2022;
Filipe et al., 2022).

O OCP néao demonstrou ter boa atividade antimicrobiana frente a S. aureus, S.
epidermidis e S. mutans, sendo sua CIM muito superior quando comparada ao do
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soforolipidio. Denkova-Kostova et al. (2021) demonstraram que o OCP apresentou
CIM contra S. aureus de 6 ppm, enquanto para Deng et al. (2020) este foi de 6.25
uL-mL-'. Filoche, Soma e Sissons (2005) demonstraram o efeito do OCP contra S.
mutans, em que o CIM foi maior que 10 mg-mL-"'. Este baixo potencial antimicrobiano
verificado em nosso estudo pode ter ocorrido devido ao OCP ter sido adquirido de
forma comercial (ViaAroma). A atividade antimicrobiana do OCP frente a diversos
microrganismos ja foi comprovada na literatura (Viuda-Martos et al., 2007; Uysal et al.,
2011; Okunowo et al., 2013; Vasek et al., 2015). Esta propriedade apresentada esta
relacionada a composig¢ao quimica (metabdlitos secundarios) e a hidrofobicidade do
oleo essencial. O limoneno é o componente mais abundante no OCP, bem como, na
maior parte dos 6leos essenciais da familia Citrus, e este é relacionado as atividades
antimicrobiana e antifungica apresentadas pelos 6leos. A presencga de flavonoides e
compostos fendlicos pode auxiliar no efeito inibitério apresentado pelo limoneno.
Quanto a hidrofobicidade, esta permite que o 6leo essencial seja dissolvido na porgéo
lipidica da membrana celular das bactérias, provocando mudancas estruturais que
tornam estas mais permeaveis, permitindo assim, a liberacdo de componentes
celulares que causam a morte celular (Viuda-Martos et al., 2007; Uysal et al., 2011;
Okunowo et al., 2013; Denkova-Kostova et al., 2021).

Radicais livres apresentam em sua estrutura elétrons desemparelhados que podem
ser estabilizados pela acdo de um antioxidante. O OCP ¢é descrito na literatura pela
sua atividade antioxidante, a qual varia de acordo com o método de extracéo
empregado para a obtencao do 6leo. Denkova-Kostova et al. (2021) relataram que o
OCP obtido por destilagao apresentou potencial antioxidante de 87,5% frente ao
radical DPPH, na concentragdo de 1,0 mg-mL-'. Ou et al. (2015) apresentaram em
seu estudo que o OCP obtido por destilagao apresentou melhor potencial antioxidante
(51,24%, na concentragao de 40 mg-mL™") do que aquele obtido por prensagem a frio
(7,75%, na mesma concentracado). Lin et al. (2009) relataram em seu estudo que o
OCP obtido por compresséo a frio, na concentragdo de 5,0 mg-mL-", apresentou
atividade antioxidante de 6,3% frente ao radical DPPH. Yang et al. (2010) relataram
em seu estudo que o OCP obtido por expressdo apresentou baixo potencial
antioxidante (18,3%), na concentragdo de 5,0 mg-mL™, frente ao radical DPPH. A
atividade antioxidante apresentada pelo OCP é proveniente de sua composi¢céao
quimica. Oleos essenciais ricos em monoterpenos (limoneno e a-pineno), como & o
caso do OCP, apresentam significante atividade antioxidante, devido ao fato desses
metabolitos secundarios serem monoterpenos oxigenados, 0s quais apresentam
grupos metilenos fortemente ativos em sua molécula (Ou et al., 2015; Denkova-
Kostova et al., 2021). Em nosso estudo, o OCP nao apresentou expressiva atividade
antioxidante, sendo esta, concentragao-dependente. O fato de o OCP ter sido obtido
comercialmente (ViaAroma) pode influenciar na resposta antioxidante apresentada
por este.

A atividade antioxidante do SOF é pouco descrita na literatura. Filipe et al. (2022)
relataram em seu estudo que SOF obtido de S. bombicola, apresentou baixo potencial
antioxidante (28,31%), nas concentragdes de 2,0 - 6,0 mg-mL-'. Kumari et al. (2021)
demonstraram em seu estudo a atividade antioxidante apresentada por soforolipidio
proveniente de Metschnikowia churdharensis, a qual foi de 62,98% (10 mg-mL™").
Costa et al. (2022) demonstraram em seu estudo que o soforolipidio obtido de
Starmerella bombicola apresentou capacidade inibitéria de 59,40%, frente ao radical
DPPH, na concentragdo de 10 mg-mL1. Esta propriedade € atribuida aos
soforolipidios devido a capacidade que estes apresentam de doar hidrogénios,
estabilizando assim, radicais livres como o DPPH (Kumari et al., 2021). Esta acéo
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antioxidante pode auxiliar no retardo do envelhecimento cutaneo, o qual é fortemente
relacionado a radicais livres (Filipe et al., 2022). O soforolipidio obtido em nosso
estudo apresentou um potencial antioxidante mediano, o qual era concentragdo-
dependente.

Diversos autores ja descreveram na literatura a atividade antioxidante apresentada
pela levana. Pei et al. (2020) relataram em seu estudo que a levana proveniente de
Bacillus megaterium PFY-147 apresentou atividade antioxidante de 35,34% e 94,78%,
frente ao radical DPPH, nas concentragdes de 0,5 e 5,0 mg-mL™!, respectivamente.
Srikanth et al. (2015) descreveram em seu estudo que a levana proveniente de
Acetobacter xylinum NCIM2526 apresentou atividade antioxidante de 81,26%, na
concentragédo de 1,0 mg-mL-", frente ao radical DPPH. Domzat-Kedzia et al. (2019)
relataram em seu estudo que levana proveniente de B. subtilis natto KB1 apresentou
atividade antioxidante de 31,70%, frente ao radical DPPH, na concentracdo de 0,1
mg-mL-". A atividade antioxidante apresentada por exopolissacarideos depende de
fatores estruturais, como seu peso molecular, o conteudo de monossacarideos e a
configuragdo das ligagbes glicosidicas (Pei et al., 2020). A hipotese que atribui
atividade antioxidante a levana se relaciona a presencga de muitos grupos hidroxilas
em sua estrutura, os quais podem reagir com os radicais livres e gerar reagdes em
cadeia (Kim; Chung, 2016; Hertadi; Amari; Ratnaningsih, 2020). A atividade
antioxidante apresentada pela levana, assim como do SOF, foi mediana e
concentracdo-dependente.

A escolha da concentragcao dos ativos (variaveis) empregada no planejamento
experimental foi baseada na resposta das analises antioxidante e antimicrobiana, e
em informacgdes da literatura. A concentracédo de OCP foi definida como 0,3% (2,5
mg-mL"), pois este ndo apresentou atividade antioxidante relevante nas
concentracgdes testadas e, como os valores de CIM encontrados foram muito elevados
(acima de 5,22 mg-mL-' quando combinado ao soforolipidio e acima de 10,44 mg-mL-
' quando isolado) e, consequentemente, a concentragdo de uso do dleo, para um
produto destinado a ser aplicado nos labios, o que pode gerar gosto e odor
desagradaveis, a concentracdo de OCP teve que ser reduzida. Normalmente, em
cosmeéticos, a concentragdo de 6leo essencial empregada € de no maximo 2%, para
reduzir o risco de ocorrerem reagbes alérgicas (Kaczmarczyk et al., 2015). A
concentragdo de SOF a ser empregada foi definida como 1,0%. O SOF demonstrou
ter uma excelente atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados, sendo
a maior concentragédo de CIM 0,048 mg-mL-"' (0,0048%). Normalmente, em produtos
cosmeéticos, incorpora-se dez vezes mais a concentragdo do ativo na base para
garantir a eficacia deste na formulagao (ou seja, 0,048%). Porém, como o soforolipidio
demonstrou néo ter toxicidade em concentragbes até 25 mg-mL" (2,5%) e sua
atividade antioxidante foi proxima a 40% na concentragdo de 10 mg-mL™" (1,0%),
optou-se por aumentar a concentragdo do ativo para 1,0%. Em nosso grupo de
pesquisa, outro trabalho empregando esta concentragdo de SOF também foi
desenvolvido (Costa et al., 2022). A concentragdo de LEV empregada no
planejamento experimental foi de 2,0%. A LEV demonstrou ter potencial antioxidante
mediano, sendo que as concentracoes de 1,0% e 2,0% nao apresentaram muita
divergéncia em relagdo ao sequestro do radical DPPH (33,63 e 34,37%,
respectivamente). A levana também apresenta uma excelente atividade hidratante
(Kim et al., 2005), a qual é semelhante ao do acido hialurénico. Como esta néo é
citotoxica (Domzat-Kedzia et al., 2019) e nado foram encontradas contraindicagdes de
concentragdes para o uso desta na literatura, optou-se por empregar 2% desta nas
formulacoes.
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As oito formulagdes desenvolvidas a partir do planejamento experimental simplex-
centroide foram submetidas as caracterizagdes farmacotécnicas e mantiveram-se
estaveis frente aos parametros analisados, conforme Tabela 3. No quesito
espalhabilidade, a incorporacdo do SOF nas formulagdes permitiu uma melhora nesta
propriedade das formulagdes, sendo que estas apresentaram diferenca estatistica
significativa em relagao a base (p < 0,05), enquanto aquelas sem este biossurfactante
nao apresentaram diferenga estatistica significativa em relagéo a base (Tabela 3). Os
SOFs, por serem formados por uma porcdo hidrofilica (soforose) e uma cauda
hidrofdbica, sdo biomoléculas capazes de modificar as caracteristicas fisico-quimicas
apresentadas pelas formulagdes, tal como a espalhabilidade, ao reduzirem a tensao
superficial e interfacial do sistema, aumentarem a dissolucdo de hidrocarbonetos e
facilitarem a solubilizacdo e absor¢do de compostos (Cho et al., 2022). Quanto a
retencao de umidade, a formulacao contendo 1,0% de LEV e 0,5% de SOF foi a unica
a apresentar diferenga estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo a FB, conforme
Tabela 3. Todas as formulagdes apresentaram excelente capacidade de retencao de
umidade, o que pode auxiliar na manutengéo dos niveis de hidratacdo do estrato
corneo labial. Apdés a realizagdo das caracterizacbes farmacotécnicas, todas as
formulacdes foram submetidas ao teste de estabilidade preliminar, durante um periodo
de 15 dias, as quais se mantiveram estaveis ao serem submetidas a condigbes de
estresse.

As formulagdes do estudo também foram submetidas ao teste de capacidade
antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, conforme descrito na Tabela 4. Como é
possivel verificar, até mesmo a FB apresentou boa capacidade antioxidante, o que é
bastante incomum. Com exce¢ao do BHT, o qual € um excelente antioxidante e nao
foi incorporado as formulagdes submetidas ao teste do DPPH, as formulacdes
apresentaram em sua composi¢cao emolientes de origem natural, como a manteiga de
karité e o 6leo de ricino, os quais apresentam propriedades antioxidantes devido a
presenca de tocoferdis, carotenoides e compostos fendlicos em sua composigéo, em
diferentes concentragdes, os quais sdo metabdlitos secundarios que agregam esta
funcdo antioxidante aos insumos (Moharram et al, 2006; Yeboah et al., 2021). O
emprego dos ativos soforolipidio, levana e 6leo essencial como agentes antioxidantes
nao gerou muita diferengca na capacidade antioxidante total das formulagbes em
comparagao com a FB.

A otimizagao das formulacdes do estudo foi realizada a partir de analise estatistica
de Superficie de Resposta, conforme Tabela 5. A capacidade de espalhamento que
um produto apresenta esta relacionada a area que este ira abranger ao ser espalhado
durante sua aplicagao sobre a pele (Budiasih et al. 2018). De acordo com a Tabela 5,
os ensaios 1, 3 e 6 (contendo apenas LEV e OCP, e a combinacao destes) foram os
unicos que apresentaram uma baixa capacidade de espalhamento, em comparacéo
aos demais ensaios realizados (contendo SOF), os quais apresentaram resposta
excelente para este parametro. O ensaio 5 (contendo OCP e SOF) apresentou o maior
valor de espalhabilidade. A incorporacao do soforolipidio nas formulagdes auxiliou na
melhora da capacidade de espalhamento das formulacgdes, pois este biossurfactante
tem a capacidade de reduzir a tensao superficial e interfacial do sistema, modificando
suas caracteristicas fisico-quimicas (Cho et al., 2022). A superficie de resposta e o
perfil de predicdo de valor e desejabilidade (profile of predict value and desirability)
sao apresentados na Figura 3. De acordo com as analises estatisticas, a formulagao
composta por 0.0 de levana, 0.5 de soforolipidio (0,5%) e 0.5 de OCP (0,15%) seria a
ideal para obter a melhor espalhabilidade do produto. De fato, a incorporagao do SOF
e do OCP poderia auxiliar na melhora deste parametro, por se tratar de substancias
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compostas por por¢des hidrofébicas ou em sua totalidade (OCP), que atuariam
reduzindo a tensao interfacial e superficial do sistema, além de serem ativos
emolientes, facilitando assim o espalhamento das formulagbes. Em geral, os
emolientes apresentam grande impacto sobre as caracteristicas fisico-quimicas de
produtos formulados, tais como a espalhabilidade. Estes atuam na diminuicdo do
coeficiente de atrito da formulagdo, modificando seu desempenho durante o
espalhamento, além de influenciarem na consisténcia final obtida (Gore et al. 2018).

De acordo com a Tabela 5, todas as formulagbes apresentaram uma boa
capacidade antioxidante, sendo o ensaio 2 (contendo apenas SOF) aquele que
apresentou melhor resposta (53,28%). A atividade antioxidante apresentada por SOFs
€ pouco descrita na literatura, porém, nosso grupo de pesquisa ja realizou estudos
demonstrando que na concentragdo de 10 mg-mL™", 59,40% de inibicdo do radical
DPPH foi obtida (Costa et al., 2022). Esta propriedade pode ser atribuida ao fato de
os soforolipidios doarem hidrogénios as espécies reativas, estabilizando-as (Kumarl
et al., 2021). A superficie de resposta e o perfil de predi¢do de valor e desejabilidade
(profile of predict value and desirability) sao apresentados na Figura 4. De acordo com
as analises estatisticas, a formulagdo composta por 0.25 (0,5%) de levana, 0.75 de
soforolipidio (0,75%) e 0.0 de OCP seria a ideal para obter a melhor atividade
antioxidante do produto. De fato, a incorporacao da levana e do soforolipidio poderia
auxiliar no incremento desta resposta, visto que suas propriedades antioxidantes ja
séo descritas na literatura (Srikanth et al., 2015; Domzat-Kedzia et al., 2019; Pei et al.,
2020; Costa et al., 2022).

De acordo com a Tabela 5, todas as formulagdes apresentaram uma boa retengao
de umidade (acima de 95%), sendo os ensaios 1 (contendo apenas LEV) e 5
(contendo SOF e OCP) aqueles que apresentaram melhor resposta (97,70% e
97,71%, respectivamente). O efeito hidratante apresentado pela LEV ja foi estudado
por diversos autores. Devido as ligagdes de hidrogénio existentes em sua molécula, a
LEV pode reter uma vasta quantidade de agua, apresentando atividade hidratante
semelhante a do acido hialurénico (Kim et al., 2005). Quanto aos SOFs, estes
biossurfactantes também apresentam efeitos potenciais no que diz respeito aos
cuidados com a pele, especialmente no quesito hidratagdo. Os SOFs podem auxiliar
na estimulagédo de colageno e na manutencao das fungdes da pele, e isto € possivel
devido sua porg¢ao lipidica, a qual permite maior penetragao destes ativos na pele (Adu
et al., 2020). A associagao do SOF com o OCP demonstrou apresentar boa retengao
de umidade, o que pode ser promissor. A superficie de resposta e o perfil de predigao
de valor e desejabilidade (profile of predict value and desirability) sao apresentados
na Figura 5. De acordo com as analises estatisticas, a formulacdo composta por 0.0
de levana, 0.5 de soforolipidio (0,5%) e 0.5 de OCP (0,15%) seria a ideal para obter a
melhor retencdo de umidade do produto.

Baseado nos resultados obtidos para a analise de superficie de resposta, foi
possivel predizer a formulacao otimizada do estudo, a qual € composta por 0.2 de LEV
(0,4%), 0.8 de SOF (0,8%) e 0.0 de OCP (Figura 6). Como demonstrado neste
trabalho, o OCP ndo demonstrou apresentar boas atividades antioxidante e
antimicrobiana, e seria empregado apenas com o intuito de fornecer fragrancia para a
formulacao, diferentemente do SOF e da LEV, os quais apresentaram um potencial
mediano para a atividade antioxidante e um excelente potencial antimicrobiano (SOF).
Embora o OCP tenha auxiliado nas respostas espalhabilidade e retengao de umidade,
guando em combinacédo com os demais ativos, seu efeito de modo isolado foi inferior
frente ao SOF e a LEV para todas as respostas, além deste ter demonstrado efeito
negativo quando combinado ao SOF e a LEV na resposta de atividade antioxidante.
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Além destes fatores, embora o OCP seja descrito na literatura como GRAS, em
diversos estudos de revisédo este é relatado como fototoxico, devido aos compostos
nao-volateis presentes em sua composi¢do, mesmo que o risco seja considerado
baixo (Dosoki et al., 2018).

CONCLUSAO

Formulagdes de hidratante labial multifuncional contendo LEV de Bacillus subtilis
natto, SOF de Starmerella bombicola e OCP foram desenvolvidas neste trabalho. A
producao dos ativos por fermentacao foi de 42,93 g-L" para LEV e de 87,10 g-L"' para
SOF. O SOF apresentou CIM entre 0,006-0,048 mg-mL"' e o OCP entre 5,22-41,75
mg-mL™" para todos os microrganismos testados. A combinagdo destes apresentou
resposta aditiva e reducao da CIM individual dos ativos. A resposta antioxidante dos
ativos foi baixa para o OCP e mediana para a LEV e o SOF (acima de 30%). As oito
formulagdes se apresentaram estaveis frente as caracterizagbes farmacotécnicas
desenvolvidas, o que foi confirmado pelo estudo de estabilidade preliminar. As
formulagcdes também apresentaram bom potencial antioxidante frente ao radical
DPPH. Através da analise estatistica de Superficie de Resposta, foi possivel
selecionar a formulagdo otimizada do projeto, com base nos resultados de
espalhabilidade, retencdo de umidade e antioxidante obtidos, a qual apresenta
concentragdes de 0,4% LEV e 0,8% SOF em sua composigao.
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RESUMO: Técnicas nao-invasivas para a avaliagdo da eficacia de cosméticos sao
uma alternativa as experimentagdes animais e auxiliam na comprovagao dos claims
atribuidos aos produtos. Em associagdo com técnicas sensoriais, estes podem auxiliar
no desenvolvimento de novos cosméticos e na verificagdo da aceitacdo pelo publico
consumidor. O presente trabalho propde a avaliagao da eficacia de um balsamo labial
multifuncional contendo levana e soforolipidios, por meio da verificagdo de
caracteristicas biofisicas dos labios, antes e apods 7 dias de uso, com aparelho Skin
Analyser Digital (SkinUp® Devices), bem como, emprego de analise sensorial para
averiguacao de atributos, aceitagado por escala heddnica e intengao de compra dos
produtos. As formulagdes auxiliaram na manutengdo da hidratacdo e oleosidade
labiais ja apresentadas pelos participantes, sendo que 85% destes verificaram
melhora no ressecamento e aspereza labial, além de demonstrarem ter bom indice de
aceitagao e de intencdo de compra pelos avaliadores. Com relagéo aos atributos, néo
foram verificadas diferencas entre a formulacao teste e o controle empregado. Desta
forma, este estudo auxilia no desenvolvimento de trabalhos futuros com cosméticos,
por meio da utilizagdo de uma nova técnica nao-invasiva e de baixo custo, em
associagao a analises sensoriais relevantes no ramo da cosmetologia.
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, tem sido verificada uma crescente demanda pelo
desenvolvimento de cosméticos mais naturais e sustentaveis, principalmente, pela
disseminagao destes ideais por meio das midias sociais, as quais influenciam na
opinido e na aquisicao de produtos pelos consumidores [1]. Desta forma, a pesquisa
de ativos e insumos naturais pela industria cosmética, que sejam seguros para uso
humano, tem apresentado destaque [2].

A pesquisa de moléculas bioativas, que apresentem propriedades bioldgicas e
caracteristicas renovaveis, tem sido realizada pela industria cosmética em associagao
a biotecnologia, ciéncia que permite o desenvolvimento de novos insumos e produtos,
de modo eficiente [3], por meio de processos fermentativos ou de engenharia
genética, empregando microrganismos e enzimas, e a qual pode auxiliar na avaliagao
destes componentes na pele [4].

Exemplos de moléculas biotecnolégicas empregadas em formulagdes cosméticas
correspondem a polissacarideos e lipidios derivados, como a levana (LEV) e os
soforolipidios (SOF) [5]. A LEV corresponde a um exopolissacarideo (EPS) de frutose,
formado por meio de ligagdes glicosidicas do tipo f(2—6) [6], que pode ser obtido por
processos fermentativos a partir de uma variedade de microrganismos, como Bacillus
subtilis natto. Este EPS apresenta diversas propriedades bioativas de interesse
cosmético, como efeitos hidratante, antioxidante e filler [7]. Os SOFs correspondem a
biossurfactantes, que consistem em soforoses dissacaridicas (2'-O-B-D-
glucopiranosil-1-B-D-glucopiranose) unidas por ligagdes glicosidicas até uma cadeia
de acido graxo [8], os quais sao obtidos de cepas fungicas ndo patogénicas, como
Starmerella bombicola. Estes apresentam propriedades hidratante, antioxidante e
antimicrobiana, que possuem elevada aplicabilidade na industria cosmética [9, 8, 10,
11, 12].

Os labios sdo uma extensdo da mucosa oral em contato com o ambiente externo
[13]. Estes apresentam uma histologia bem definida, sendo formados por fino estrato
cérneo (EC), constituido por células de rapida renovagao, as quais permitem que
cornedcitos imaturos sejam expostos a superficie da pele, o que acarreta maior perda
transepidérmica de agua, e consequentemente, ressecamento e aspereza labial [14].
Além disso, sua proeminente localizagao propicia a influéncia de agentes externos,
como radiagao UV e baixas temperaturas, sobre a hidratagao desta regiao [15].

Devido a estas caracteristicas, os labios necessitam de cuidados especializados,
como a utilizagao de cosméticos labiais que auxiliem na manutengao e/ou reposi¢céao
da hidratagdo [16]. Grande parte dos produtos labiais disponiveis no mercado
possuem formulagdo anidra [17]. Uma excegcdo a regra sao os produtos labiais
emulsivos, os quais podem prover beneficios adicionais pela incorporagao de ativos,
tanto lipofilicos quanto hidrofilicos, como vitaminas, antioxidantes e regeneradores
labiais [5].

A qualidade de um produto cosmético envolve sua eficacia e segurancga de uso, a
estabilidade da férmula e o aspecto sensorial. Com a finalidade de avaliar efeitos de
formulagéo, o estudo biofisico da pele tém sido amplamente empregado, pois permite
a aplicacdo de métodos que avaliam as caracteristicas cutaneas in vivo por meio de
técnicas nao invasivas, rapidas e seguras [18], como a hidratacdo e a oleosidade.
Além da comprovacao da eficacia clinica apresentada por produtos cosméticos, é
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imprescindivel que a formulagdo apresente um bom sensorial, o que implica no bem-
estar do consumidor, na aceitagdo do produto e no seu uso a longo prazo [19], sendo
a analise sensorial uma ferramenta util e relevante, que garante a qualidade dos
produtos desenvolvidos considerando as expectativas do consumidor e os beneficios
frisados [20].

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia clinica de formulagao
de balsamo labial multifuncional, contendo moléculas biotecnolégicas (LEV e SOF),
frente aos parametros de hidratacdo e oleosidade labial, por meio de técnica nao
invasiva, bem como, avaliar aspectos sensoriais desta, como intensidade de atributos,
aceitagcdo e intencdo de compra, sendo um trabalho inovador, que agrega
conhecimentos no ramo da cosmetologia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtenc¢ao das Biomoléculas

A levana (LEV) produzida pelo microrganismo Bacillus subtilis natto e os
soforolipidios (SOF) produzidos pela levedura Starmerella bombicola foram fornecidos
pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia (Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, Brasil).

2.2. Desenvolvimento do Balsamo Labial Multifuncional

Formulagdes do tipo emulsdo O/A foram desenvolvidas, empregando como ativos
LEV (0,4%) e SOF (0,8%), os quais as concentragcdes foram otimizadas em trabalho
anterior. As formulagdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases,
empregando agitagdo mecanica e aquecimento, conforme metodologia descrita por
Do Rosario et al. [21], com algumas modificacbes. As formulagdes foram
desenvolvidas conforme patente depositada no INPI sob n°® BR 10 2023 008390 0.

2.3. Avaliagao da Eficacia in vivo e Analise Sensorial das Formulagoes

O estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, segundo a Resolugao
n°446/2012 do Conselho Nacional de Saude, e tem como CAAE
58720522.9.0000.5231.

2.3.1. Populagao do Estudo

A populagao do estudo foi composta por 61 voluntarios sadios, do sexo feminino,
com idades entre 18 e 37 anos (24,6 = 5,05), que apresentavam labios ressecados
[22, 23]. Estes foram selecionados a partir de convite verbal e em meio digital pela
equipe de pesquisadores e aqueles que atenderam aos critérios de inclusao, foram
convidados a fazer parte do estudo, sendo instruidos dos objetivos e métodos deste.
Em caso de aceite, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foi solicitada.

Foram excluidos da amostragem participantes que estivessem gravidas ou com
suspeita de gravidez, lactantes, com histérico de hipersensibilidade previamente
conhecida a algum componente das formulagdes, que fizessem uso de medicagao
que pudesse alterar as respostas da pele, que apresentassem algum disturbio crénico,
sistémico ou de pele, com sinais de irritagdo cutanea no local de aplicagdo, que
tivessem feito o uso de tratamentos labiais, dermatoldgicos ou estéticos nos 40 dias
antecedentes ao estudo, que participaram de estudos similares nos 30 dias
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antecedentes ou que apresentassem sinais de dermatite ou irritagcdo durante o periodo
de avaliacédo [24, 13].

2.3.2. Delineamento do Estudo

O delineamento empregado no estudo foi experimental, do tipo ensaio clinico
randomizado. A eficacia de duas diferentes formulagcdes semissélidas foi avaliada
frente a hidratagcdo cutanea. Técnica de escala de intensidade foi aplicada para
levantar atributos e perfis das formulagdes [20]. A aceitag¢ao e intengdo de compra das
formulacdes também foram avaliadas através de analise sensorial [25, 26], bem como,
o efeito (regeneracéao labial) destas. O equipamento utilizado para a avaliagdo dos
parametros biofisicos foi o Analisador de Pele Digital Facial Skin Analyser (SkinUp
Beauty Devices) [27].

Os participantes foram divididos aleatoriamente em dois grupos de tratamento,
sendo eles: grupo experimental, que utilizou exclusivamente a FT, composto por 26
participantes; grupo controle, que utilizou exclusivamente a FB, composto por 30
participantes. Estes estavam “cegos” em relagdo ao conteudo dos produtos aplicados.
Foi solicitado aos voluntarios que durante o periodo de estudo apenas utilizassem na
regiao labial os cosméticos fornecidos, de modo a evitar possiveis interferéncias.

Os participantes foram orientados sobre o0 modo de aplicacdo dos produtos, o qual
deveria ocorrer diretamente sobre os labios previamente higienizados com agua
micelar, sendo em seguida enxaguados e secos com toalha macia, e aplicando
suavemente e de modo uniforme, duas vezes ao dia (manha e noite), o hidratante
labial, durante um periodo de 7 dias [24]. A aplicagdao ocorreu a partir do proéprio
aplicador da bisnaga labial, sem contato de outras partes corporais, como as maos,
do participante com a formulagao. Foi recomendado que um wash-out sem cosméticos
labiais ou qualquer terapia tépica labial fosse realizado 12 horas antes da aplicagao
dos produtos em estudo.

2.3.3. Andlise de Hidratagao

A coleta das medidas foi efetuada no tempo zero (valor basal) e 7 dias apos
autoaplicacao diaria do balsamo labial. A regido do labio inferior foi selecionada para
as medidas [28, 13, 15], sendo higienizada com agua micelar previamente a coleta
dos dados. Foram empregadas seis repeticdbes para a analise de hidratagdo. O
acompanhamento do tratamento também foi feito por meio de Fotodocumentagao dos
labios em condi¢des padronizadas de iluminagao, fundo e posicionamento. O registro
fotografico ocorreu no tempo zero e 7 dias.

2.3.4. Analise Sensorial

A analise sensorial ocorreu por meio dos testes afetivos de aceitacéo por escala
heddnica de sete pontos e intengdo de compra, escala de intensidade e avaliagdo do
efeito do hidratante labial. Esta foi realizada com avaliadores nao treinados, porém,
potenciais consumidores do produto.

Cada participante recebeu duas amostras de hidratante labial (teste e controle),
acondicionadas em eppendorf e previamente codificadas com numero de trés digitos
em ordem aleatoria, bem como, as fichas de avaliagao contendo as instrugbes do
método. No teste de escala de intensidade, os atributos avaliados foram: facilidade de
espalhar, absorcéo, hidratagao, frescor, formacéao de filme aveludado e fragrancia [20,
29]. No teste de aceitagdo, os avaliadores classificaram as amostras utilizando a
escala hedonica estruturada de 7 pontos: 7- Gostei muitissimo, 6- Gostei muito, 5-
Gostei, 4- Nao gostei, nem desgostei, 3- Desgostei, 2- Desgostei muito e 1- Desgostei
muitissimo. Em paralelo, no teste de intencdo de compra, foi requerido que os
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avaliadores indicassem sua intencdo de compra das amostras apresentadas, usando
a escala de 5 pontos: 5- Certamente compraria, 4- Provavelmente compraria, 3-
Talvez comprasse, talvez ndo comprasse, 2- Provavelmente ndo compraria e 1-
Certamente ndo compraria.

O teste de efeito do hidratante labial foi realizado apds os demais. Os avaliadores
receberam uma amostra codificada na forma de bisnaga contendo a formulagao teste
do estudo (com as biomoléculas), a qual aplicaram diariamente, duas vezes ao dia,
por um periodo de 7 dias, procedendo com os mesmos cuidados indicados para o
teste de avalicdo da hidratacdo. Ao final deste periodo, estes avaliaram o efeito do
produto através do questionamento “Apds os sete dias de aplicacdo do produto, vocé
percebeu que houve melhoras na aspereza e ressecamento dos labios?”, escolhendo
como resposta uma das alternativas: sim ou néo [29].

2.4. Analise Estatistica

Teste de Shapiro-Wilk foi empregado para verificagdo da normalidade dos
resultados de hidratacao e oleosidade labial. Como a distribuicdo era normal, Teste t
paramétrico foi utilizado para avaliagao de diferenca estatistica. Para avaliacdo da
intensidade dos atributos, escala hedénica e intengcdo de compra, assumiu-se que 0s
dados eram paramétricos, sendo utilizado Teste t para avaliacdo de diferenca
estatistica.

3. RESULTADOS

Este estudo foi realizado entre os meses de abril e maio de 2023, no Laboratério
de Analise Sensorial, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — DCTA,
da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil. Na Figura 1, é possivel
observar o diagrama do estudo que foi desenvolvido. No inicio da pesquisa, 61
participantes demonstraram interesse em participar do estudo. Apds aplicagao de
checklist sobre os critérios de inclusao e exclusao, houve excluséo de 5 participantes:
1 participante apresentava idade maior que 40 anos e 4 participantes faziam uso de
medicacao para tireoide. Desta forma, apenas 56 participantes estavam aptos a
participar. Estes foram randomizados em dois grupos, sendo o grupo experimental
composto por 26 participantes, que realizaram a aplicagao da FT, e o grupo controle
composto por 30 participantes, que realizaram a aplicagdo da FB. Apds 7 dias de
aplicagao diaria dos balsamos labiais, 5 participantes do grupo experimental e 5
participantes do grupo controle ndo retornaram para a avaliagao final de hidratacao.
Além disso, 5 participantes relataram nao terem feito a aplicacéo correta dos produtos
(grupo experimental: n=3; grupo controle: n=2), totalizando assim, 18 participantes
aptos no grupo experimental e 23 participantes aptos no grupo controle. As analises
sensorial e de efeito da formulacao foram realizadas com os mesmos participantes do
estudo. Dos 56 participantes aptos inicialmente, apenas 46 retornaram para a
realizacdo dos testes sensoriais e de avaliagdo do efeito da FT, sendo que para este
ultimo, houve desisténcia de 4 participantes, pelo fato do teste apresentar duragao de
mais 7 dias, e 2 nao realizaram a aplicacdo correta do produto neste periodo,
resultando em 40 participantes aptos.
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Participantes (n=61)

Exclusdes Checklist:
- Idade (=40 anos): n=1
- Hormonal: n—=4

Participantes Aptos (n=56)

Anilise de Efeito

Anilise de Hidratacdo n—46

Anailise Sensorial

Aplicaciio:
- 2x/dia (manh3i e noite); Avaliacio Hidratacio:
- 7 dias; - Tempo 0: valor basal;

Exclusdes:
- Desisténcia: n—4
- Aplicacio Incorreta: n=2
- Aptos: n=40

- Apos limpeza dos libios; - Tempo 7 dias: apés aplicacio
- Aplicaciio direto da bisnaga. diaria.

Avaliacdo Sensorial:
- Levantamento de Atributos;
~ Escala Hedénica de 7 Pontos; Avaliacio Sensorial:
- Intengiio de Compra. - Efeito da Formulacio
(Aspereza e Ressecamento).

Registro Fotografico:
- Tempo 0;
- Tempo 7 dias.

l Randomizacio

Grupo Experimental

Tempo:
- 7 dias apés aplicacéio didria
da FT.

Exclusoes:

Exclusées:
- Desisténcia: n=5
- Aplicacdo Incorreta: n=3
- Aptos: n=18

Aplicacio:

- Desisténcia: n=5 - 2x/dia (manhi e noite);
- Aplicacio Incorreta: n=2 - 7 dias;
- Aptos: n=23 -

- Apés limpeza dos libios;
- Aplicacio direto da bisnaga.
Figura 1 - Diagrama das analises desenvolvidas nos testes in vivo, ressaltando as
exclusdes de participantes ocorridas em cada etapa.

Fonte: [30].

Os resultados para hidratacao e oleosidade da regido labial dos participantes do
estudo se encontram descritos na Tabela 1. Nao houve diferenga estatistica
significativa entre a hidratacdo (p = 0,9089) e a oleosidade (p= 0,8082) dos
participantes do grupo experimental em relagcdo aos participantes do grupo controle,
no tempo zero, sendo que as médias de hidratacdo e oleosidade foram de 41,93 +
11,4% e 28,61 £ 4,40%, respectivamente, para o grupo experimental, e de 41,53 *
10,6% e 28,95 * 4,64%, respectivamente, para o grupo controle. Apés a aplicagao do
balsamo labial durante 7 dias, nao foi verificada diferencga estatistica significativa para
a hidratagao (p = 0,8520) e a oleosidade (p = 0,2552) entre o grupo experimental e o
grupo controle, sendo que as médias de hidratagéo e oleosidade foram de 45,15 +
9,8% e 25,95 + 4,04%, respectivamente, para o grupo experimental, e de 44,55 +
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10,3% e 27,87 £ 6,03%, respectivamente, para o grupo controle. Nao foi verificada
diferenga estatistica significativa (p> 0,05), também, entre os tempos 0 e 7, para a
hidratagcdo e a oleosidade, tanto do grupo experimental quanto do grupo controle.
Conforme o score de Heinrich [39], o qual realiza a classificacdo da pele de acordo
com a hidratagdo, baseado nas médias de hidratacdo obtidas para o grupo
experimental e o grupo controle, no tempo 0 e no tempo 7, foi verificado que os
participantes apresentavam pele normal (hidratacdo > 40,0) na regido dos labios.

Tabela 1 - Resultados para a hidratagédo e oleosidade da regido labial dos
participantes, nos tempos 0 e 7 dias.

Grupo Experimental Grupo Controle
Hidratacado (%) Oleosidade (%) Hidratacdo (%) Oleosidade (%)
Tempo 0 4193+114 28,61 +4,40 41,53 +10,6 28,95 + 4,64
Tempo 7 45,15+ 9,80 25,95 + 4,04 4455 + 10,3 27,87 £ 6,03

Na Figura 2 é possivel verificar alguns registros fotograficos da regido labial
realizados ao longo do estudo, nos tempos 0 e 7 dias, para participantes do grupo
experimental e do grupo controle. O aspecto de ressecamento apresentou melhoras
a nivel visual, com a reducgao de rachaduras e feridas.

Figura 2 - Fotodocumentagao da regiao labial durante o periodo de desenvolvimento
do estudo. FB: formulacao base; FT: formulacao teste.

A frequéncia de uso de hidratantes labiais pelos participantes do estudo é
representada na Figura 3. Dos 46 participantes que realizaram as analises sensoriais,
23 (50%) realizavam uso de hidratantes labiais mais de uma vez ao dia, 8 (17%)
realizavam uso diariamente, 5 (11%) realizavam uso varias vezes durante a semana,
3 (7%) realizavam uso semanalmente, 5 (11%) realizavam uso menos de uma vez ao
més e 2 (4%) nunca realizavam uso.
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Frequéncia de Uso de Hidratantes Labiais

® Mais de uma
vez ao dia

Diariamente
B Varias vezes
por semana
W Semanalmente

B Menos de uma
vez ao més

B Nunca

Figura 3 - Frequéncia de uso de hidratantes labiais pelos participantes do estudo.

Os atributos avaliados na analise sensorial foram: facilidade de espalhar, absorgao,
hidratacao, frescor, formacao de filme aveludado e fragrancia. A descrigao destes se
encontra no Quadro 1.

Quadro 1 - Descri¢cao dos atributos avaliados durante analise sensorial.

ATRIBUTO DESCRICAO

Facilidade de Espalhar | Quéo facil é para realizar a aplicacdo da amostra
nos labios

Absorcao A amostra é absorvida pelos labios, desaparece
na pele

Hidratacao A amostra hidrata os labios, repondo a umidade
destes

Frescor Sensacéao agradavel produzida pela amostra em
contato com os labios; remete a algo fresco

Formagdao de Filme | A superficie dos labios apresenta textura macia

Aveludado e suave apos aplicacdo da amostra

Fragrancia O aroma/perfume que a amostra apresenta

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 2. Nao foi possivel verificar
diferenca estatistica significativa entre FT e FB para todos os atributos avaliados,
conforme Figura 4, sendo que os p valores foram: facilidade de espalhar, 0,9234;
absorcgao, 0,7626; hidratacao, 0,8752; frescor, 0,2957; formacao de filme aveludado,
0,2047; e fragrancia, 0,9840.
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Tabela 2 - Intensidade dos atributos avaliados na analise sensorial de acordo com
os participantes.

Facilidade Formacao de

de Espalhar Absorg¢ao Hidratagao Frescor Filme Aveludado Fragrancia

6,363 7,086 7,773 £

FT 6,874+1,94 1.90 1,54 1,28 6,865 + 1,56 4,955 + 2,51
6,238 7,036 7,479 £
FB 6,835+1,95 205 1,51 1,39 7,341 £ 1,71 4,945 + 2,68

FB: formulacao base; FT: formulagao teste.

Intensidade dos Atributos
Facilidade de Espalhar
8.00

7.00

6of

5.00

Fragrancia 7 400 N\ Absorgdo

3.00

2.00

1.00

0.00

Formagdo de Filme 805

Aveludado Hidratagdo

—FT
-FB

Frescor

Figura 4 - Grafico radar para a intensidade dos atributos verificados.

Teste de aceitacdo por escala hedbnica de 7 pontos foi aplicado para as

formulacdes FT e FB pelos avaliadores. A média de aceitagéo para FT foi de 5,935 *
0,83, 0 que representa um indice de aceitacéo de 84,71%, e para FB foi de 5,522 +

1,00, o que representa um indice de aceitagdo de 78,86%. Foi verificada diferenca

estatistica significativa entre FT e FB (p= 0,0341), ou seja, houve melhor aceitagcéo da

FT pelos avaliadores. A intengcdo de compra das formulagdes também foi avaliada,

sendo que para FT foi de 4,087 £ 0,78, o que representa um indice de compra de
81,8%, e para FB foi de 3,848 + 0,87, o que representa um indice de compra de 77,0%.

Nao foi verificada diferenca estatistica significativa (p=0,1691) frente a este parametro.

O efeito de auxilio no ressecamento e aspereza dos labios foi verificado para a FT,

por meio de analise sensorial, e os resultados se encontram descritos na Figura 5.
Dos 40 participantes aptos para a realizagao deste teste, 34 (85%) perceberam que a

formulagéo auxiliou na hidratagéo dos labios, enquanto 6 (15%) descreveram que nao
observaram efeito hidratante e de auxilio no ressecamento labial. Para estes ultimos,
a quantidade limitada de aplicagcbes (duas vezes ao dia) prejudicou na verificacdo da
propriedade hidratante pelo balsamo labial, pois ao longo do dia, os labios acabavam
ressecando devido a ingestdo de alimentos e bebidas. Outro fator determinante foi a
modificagdo do clima, com quedas abruptas de temperatura, as quais auxiliaram no
ressecamento labial.
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Efeito da Formulacido

100,0
L]
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Figura 5 - Avaliagdo do efeito hidratante da formulagao teste pelos participantes.

4. DISCUSSAO

A verificacio da eficacia de formulagdes cosméticas é de extrema importancia, pois
implica na confirmagao dos claims que estdo sendo propostos pelo produto, como
auxilio na hidratacéo, reducgao de linhas finas, retencao da oleosidade, dentre outros.
Diversas técnicas podem ser empregadas com este objetivo, dentre elas, analise
biofisicas néo invasivas, por meio de avaliagédo instrumental, as quais sao seguras,
nao prejudicam a pele dos participantes e podem simular situagdes de uso real da
formulacao [31], além de serem uma alternativa aos estudos de eficacia em animais
[32]. Neste trabalho, hidratagdo e oleosidade labial foram verificados por meio de
equipamento nao invasivo e portatil Skin Analyser Digital (SkinUp® Devices), o qual é
baseado no método de bioimpedancia. Este € um equipamento de elevada
sensibilidade, que apresenta boa correlagao ao Corneometer®, o qual € amplamente
empregado para analises de hidratagdo da pele, e boa reprodutibilidade dos dados
[27], sendo eficiente para verificagcbes como as propostas neste trabalho.

De acordo com os resultados descritos na Tabela 2, € possivel observar que os
participantes do grupo experimental e do grupo controle apresentavam bom nivel de
hidratagao labial no tempo 0, com teores acima de 41,0%, os quais séo descritos pelo
score de Heinrich [39] como normal. O mesmo para oleosidade, com teores acima de
28,0%. Apds a aplicacao das formulagdes FT e FB, no tempo 7 dias, é possivel
observar que houve um pequeno incremento na hidratagdo labial, com teores
préximos a 45%, no entanto, sem diferenga estatistica em relagdo ao tempo 0. A
oleosidade reduziu, mantendo teores proximos a 25,0%, mas também nao foi
verificada significancia estatistica. Quando comparados os grupos experimental e
controle, apds a aplicagao dos balsamos labiais, nao foi verificada diferenga estatistica
nos teores de hidratagao e oleosidade, os quais foram bem préximos. Nenhum efeito
adverso ou irritabilidade foram descritos pelos participantes ao longo do estudo.

Alguns fatores influenciaram negativamente nestes resultados, como o numero
limitado de aplicacdes diarias das formulagbes, como descrito por diversos
participantes, o que permitia que ao longo do dia ocorressem periodos de
ressecamento, devido a ingestdo de alimentos/bebidas e a ndo reaplicacdo do
produto, e as mudancas de temperatura presenciadas nos meses de abril e maio (de
30 °C para 15 °C, por exemplo), que favoreciam o ressecamento labial, com o
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surgimento de rachaduras e feridas. Para contornar estes problemas, um maior
numero de aplicagdes diarias seria o ideal, como 3 a 4, o que permitiria que o produto
formasse uma barreira protetora nos labios ao longo do dia todo. Porém, mesmo com
estes acontecimentos, € possivel observar que o emprego das formulag¢des auxiliou
na manutencao da hidratagéo e oleosidade labiais ja exibida pelos participantes, o que
€ um resultado muito promissor.

Estudos avaliando a hidratagcédo e oleosidade labial pelo aparelho Skin Analyser
Digital ndo sao descritos na literatura, pois este € um método recente, o que permite
que este trabalho possa auxiliar no desenvolvimento de estudos futuros sobre
hidratagdo labial e avaliagdo da eficacia de cosméticos para os labios, empregando
um aparelho portatil e mais barato como o da SkinUp® Devices. Ha relatos na literatura
envolvendo outros métodos instrumentais, como o emprego do Corneometer®, em
estudos de eficacia de produtos labiais. Gfeller et al. [16] desenvolveram um creme
labial contendo tecnologia micro reparadora que permitiu melhora no ressecamento
em relagéo ao grupo nao tratado. Bielfeldt et al. [15] desenvolveram um cosmético
labial contendo emolientes naturais que auxiliou na melhora da hidratagcdo, bem como,
na redugcdo da perda transepidérmica de agua dos labios. Fisher e Fisher [24]
desenvolveram estudo com cosmético labial contendo acido hialurdnico e este auxiliou
na melhora da elasticidade e hidratacdo labial (equipamento empregado:
MoistureMeterSC — Delfin Technologies). Ndo ha estudos na literatura que abordem
o desenvolvimento de produtos labiais contendo LEV e SOF em associacéo, sendo o
cosmético desenvolvido neste trabalho inovador.

A anadlise sensorial € uma ferramenta util e de grande importancia na industria
cosmética, pois auxilia no desenvolvimento de produtos, na garantia da qualidade
destes e no marketing agregado, além de permitir avaliar a aceitacdo dos produtos
frente ao publico consumidor [33], neste caso, usuarios de hidratantes labiais. No
presente trabalho, avaliadores nao treinados mas potenciais consumidores de
produtos labiais, participaram do desenvolvimento das analises sensoriais, 0 que pode
ser verificado por meio da Figura 3, em que 50% das participantes faziam uso diario,
diversas vezes ao dia, 17% das participantes utilizavam diariamente, uma vez ao dia,
e 7% faziam uso semanalmente, de hidratantes labiais.

Determinagdo da intensidade dos atributos apresentados pelas amostras de
balsamo labial foi realizada. Conforme Tabela 3, é possivel verificar que néo houve
diferenga estatistica significativa entre FT e FB para todos os parametros avaliados,
sendo que estes apresentaram valores acima de 6,2, ou seja, tendendo a “muito
intenso”, com excegao da fragrancia, a qual apresentou valores proximos a 5,0, ou
seja, “nem muito intenso, nem pouco intenso”, devido a nao incorporacédo de 6leos
essenciais ou aromas, mantendo o odor caracteristico das formulagdes. Avaliando os
desvios padrdes obtidos, os quais estdo entre 1,28 e 2,68, é possivel verificar uma
grande variabilidade na resposta dos avaliadores, a qual ocorre devido a dificuldade
presenciada em descrever e descriminar aspectos de formulagdes que sdo muito
parecidas, como € o caso dos balsamos labiais [20]. A ndo significancia estatistica
obtida nesta analise apenas confirma a dificuldade de diferenciagado entre FB e FT, o
que demonstra que a incorporagao dos ativos LEV e SOF ndao modifica a percepgéao
dos avaliadores e nem resulta em grandes mudangas sensoriais de formulagao
gquando comparado ao controle.

As formulagdes apresentaram bom indice de aceitacao, sendo de 84,71% para FT
e de 78,86% para FB, variando entre “gostei” e “gostei muito”. Os resultados obtidos
por meio de escala hedbnica apresentaram significancia estatistica, demonstrando
qgue houve preferéncia pela FT quando comparada a FB, mesmo com as dificuldades
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enfrentadas na diferenciacao das formulagdes frente aos atributos. De fato, a escala
heddbnica permite que os avaliadores escolham as respostas que se adequam com
suas preferéncias e que refletem sua opinido frente aos produtos testados, sem ser
necessaria a formagdo de um grupo painelista treinado, auxiliando assim, no
desenvolvimento de diversos estudos em que se destina conhecer uma amostra de
preferéncia [26]. Estudo de desenvolvimento de lip balm, conduzido por Azmin, Jaine
e Nor [34], empregou escala hedbnica para avaliar a espalhabilidade, cor, odor e
aceitagao geral de diferentes amostras, comparando os resultados com analises
instrumentais previamente realizadas. Estudo desenvolvido por Esposito e Kirilov [35]
empregou escala hedbénica de 9 pontos para avaliar espalhabilidade, dureza,
opacidade, efeito gloss e de oleosidade de diferentes amostras de batom.

O indice de aceitagéo é confirmado através da intengdo de compra, a qual também
apresentou valores elevados, sendo que para FT foi de 4,087 + 0,78 e para FB foi de
3,848 + 0,87, ou seja, variando entre “talvez comprasse, talvez ndo comprasse” para
FB e “provavelmente compraria” para FT. A probabilidade de os consumidores virem
a obter comercialmente um produto cosmético é determinada, majoritariamente, pela
sensorialidade deste, e quando se refere a produtos labiais, a sensacao obtida durante
a aplicacao [36]. Todos os atributos avaliados neste trabalho apresentaram boa
aceitacao frente aos avaliadores, o que influencia, consequentemente, na intencéo de
compra positiva das amostras analisadas.

Apds um periodo de 7 dias aplicando diariamente o balsamo labial FT, teste de
autoavaliacdo foi submetido aos participantes, para ser possivel verificar a eficacia do
produto a longo prazo [29]. Estes avaliaram se o produto auxiliou na melhora do
ressecamento e aspereza labial, e os resultados obtidos foram: 85% das participantes
perceberam que a formulagdo auxiliou na hidratagcdo dos labios, enquanto 15%
descreveram que nao observaram este efeito (Figura 5). Este € um resultado
promissor, pois demonstra que o atributo da hidratagao pode nao ser percebido logo
em seguida a aplicagao, porém, ao longo dos dias, promove efeito no ressecamento
e aspereza labiais.

Como é possivel verificar neste trabalho, a analise sensorial € uma ferramenta que
auxilia no desenvolvimento e avaliacdo de produtos cosméticos. Diversos estudos
sobre produtos labiais, como os realizados por Abidh et al. [36], Kasparaviciene et al.
[37], e Rafferty et al. [38], demonstram a importancia desta ciéncia na determinagao e
na ponderagao de propriedades e atributos de cosméticos destinados aos labios.

CONCLUSAO

Avaliacado de eficacia e analise sensorial foram desenvolvidos neste estudo para
formulacao de balsamo labial multifuncional, contendo as moléculas biotecnoldgicas
levana e soforolipidios. Estas analises auxiliaram na identificacao dos atributos e na
aceitagao do produto pelos consumidores, além de permitir avaliar o efeito na
hidratacdo e oleosidade labiais, antes e apds as aplicagdes. O balsamo labial
desenvolvido auxiliou na manutencdo da hidratacdo e oleosidade labial ja
apresentadas pelos participantes, o que foi melhor verificado através da analise
sensorial de efeito, realizada ao longo de 7 dias, com 85% de respostas positivas,
além de apresentar boa aceitagao frente aos avaliadores. Alto indice de intencao de
compra também foi confirmado. Desta forma, é possivel constatar que o balsamo
labial desenvolvido neste trabalho apresenta potencial de mercado e corresponde a
um produto inovador, de caracteristicas sustentaveis e naturais, com boa aceitagéo
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frente aos consumidores. Além disso, este trabalho pode auxiliar no desenvolvimento
de estudos futuros sobre o sensorial de produtos cosméticos e na avaliacdo da
eficacia clinica, através da proposta de uso do aparelho Skin Analyser Digital, o qual
€ pouco descrito na literatura, porém apresenta elevada sensibilidade e baixo custo.
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CONCLUSAO

Formulagdes de hidratante labial multifuncional contendo levana de
Bacillus subtilis natto, soforolipidio de Starmerella bombicola e 6leo essencial de
Citrus paradisi foram desenvolvidas neste trabalho. A producdo dos ativos por
fermentagéo foi de 42,93 g-L™" para a levana e de 87,10 g-L-! para os soforolipidios.
Os SOFs apresentaram CIM entre 0,006-0,048 mg-mL" e o OCP entre 5,22-41,75
mg-mL" para todos os microrganismos testados. A combinagdo destes por
apresentou resposta aditiva e reducdo da CIM individual dos ativos. A resposta
antioxidante dos ativos foi baixa para o OCP e mediana para a LEV e o SOF (acima
de 30%). As oito formulagdes se apresentaram estaveis frente as caracterizagdes
farmacotécnicas desenvolvidas, o que foi confirmado pelo estudo de estabilidade
preliminar. As formulacdes também apresentaram bom potencial antioxidante frente
ao radical DPPH. Através da analise estatistica de Superficie de Resposta, foi possivel
selecionar a formulagdo otimizada do projeto, com base nos resultados de
espalhabilidade, retencdo de umidade e antioxidante obtidos, a qual apresenta
concentragdes de 0,4% LEV e 0,8% SOF em sua composigdo. Esta formulagao foi
avaliada in vivo, por meio de analise nao-invasiva, e auxiliou na manutencao dos
niveis de hidratacao e oleosidade labiais ja apresentados pelos participantes. Além
disso, bons indices de aceitacdo e de intencdo de compra foram obtidos, o que
demonstra que o hidratante labial desenvolvido apresenta promissor potencial no
mercado cosmeético, além de ser uma formulacdo inovadora, sustentavel e com

emprego de ativos naturais, de acordo com as exigéncias do publico consumidor.
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Numero do Parecer: 5.474 738

Apresentagio do Projeto:

Segundo a pesquisadora, *0 consumo de produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos alavancou
o mercado brasileiro nos Gitimos anes. Com um pdblico consumidor cada vez mais exigente, a demanda por
ingredientes multifuncionais na inddstria cosmética influencia a busca de novas matérias-primas inovadoras
que possam atuar possibilitando beneficios adicionais nas formulagdes. Molécula biotecnoldgica, como a
levana, representa grande interesse no ramo da cosmetologia devido as indmeras fungdes de cuidados com
a pele, além disso, oferece biocompatibilidade, natureza ecoldgica e atividade versatil, sendo
potencialments inovadora & capaz de substituir o3 compostos sintéticos. O perfil determinante de qualidade
de um produte cosmético engloba a sua eficdcia e seguranga ne uso, a estabilidade da formulagdo e o
aspecto sensorial. Com a finalidade de avaliar efeitos de formulagéo, o estudo biofisice da pele tem sido
amplamente empregado, pois permite analisar as caracteristicas cutdneas in vive por meio de técnicas ndo
invasivas, rapidas e seguras. Além da comprovacdo da eficacia clinica, & imprescindivel que formulagdes
cosméticas apresentem um bom sensorial, o que implica no bem-estar do consumidor, na aceitagdo do
produte & no seu uso a longo prazo. Mo presente trabalho, o pardmetro biofisico de hidratagdo cutdnea sera
avaliado, de modo néo invasivo, para uma formulagc8o de hidratante labial emulsiva, semissolida, e de uso
topico, contendo levana de *Bacillus subtilis natto*. O perfil sensorial da formulagao e seu indice de
aceitagdo perante o consumidor também serdo avaliados por meio de andlise sensorial. Trata-se de um
estudo do tipo
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ensaio A

clinico randomizado e cego, com populagdo formada por individuos adultos e sadios, do sexo feminino, com
idades entre 18 e 40 anos. O tamanho da amostra sera de 60 participantes. Os voluntarios forecerdo seu
consentimento livre e esclarecido por escrito (modelo em anexo), apds informagdo para participa¢do
voluntaria no estudo, e sobre os objetivos e metodologias a serem empregadas neste. Os dados obtidos
serdo avaliados de modo descritivo e os testes estatisticos adequados serdo empregados. Serdo
respeitados os aspectos éticos conforme determina a Resolugdo CNS 466/2012."

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar em pacientes do sexo feminino a eficacia in vivo de um hidratante labial multifuncional contendo
levana de *Bacillus subtilis natto* quanto a hidratagdo dos labios, bem como, proceder com andlise sensorial
e de inteng@o de compra deste.

Objetivo Secundario:

Otimizar por meio de planejamento simplex-centréide a obtencdo de formulagdes do hidratante labial;
Caracterizar as formulagdes quanto aos aspectos farmacotécnicos; Avaliar a eficacia clinica in vivo do
hidratante labial multifuncional teste quanto a hidratagdo e em comparag¢do a uma amostra convencional

comercial; Realizar andlise sensorial para os produtos desenvolvidos através de aplicagdo de questionario.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

* Riscos: Quanto aos riscos, serdo tomados todos os cuidados necessarios para prevenir quaisquer danos
ou prejuizos que possam ocorrer aos voluntarios durante a realizagdo do estudo. A biomolécula (levana)
incorporada ao cosmetico & de origem microbiana, sem aditivos animais e reconhecida como segura para a
salde humana e animal. Mo entanto, mesmo se ratando de uma analise ndo invasiva, segura e rapida, ndo
se pode descartar a possibilidade de que algum voluntario pessa vir a apresentar hipersensibilidade a algum
componente da formulagdo, ou algum tipe de reagfo adversa ao dermocosmético, comeo sintomas de
irritag&o ou dermatite de contato. Caso haja a

necezzidade de assisténcia médica, o voluntario serda acompanhado por um membro da equipe para
atendimento médico, s=endo que gualguer despesza referente a assisténcia médica sera de
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responeabilidade do grupo de pesquisa, gem prejuizo financeiro aos voluntarios.

* Beneficioz: Néo havera beneficios diretos acs voluntarios e vale resasaltar gue estes ndo pagario ou 2erdo
remunerados por sua participagfo na pesquisa. No entanto, se espera que os resultades deste estudo
contribuam para o desenvolvimento de um produto cosmético que promova melhora nos niveis de
hidratagdo labial, evitando sinais de ressecamento e aspereza dos labios. Além disso, o presente trabalho
permitird uma colaboragdo frutifera entre a equipe de pesquisa, avango cientifico na area da cosmetologia
pela divulgagdo dos resultados por meio de artigos cientificos e paricipac8o em eventos, & a promogo do
desenvelvimento tecnologico com inovagdo através do pedido de deposito d= patente, incentivando a

interacdo universidade empresa.

Analise de Risco x Beneficio A pesguisadora descreve adeguadamente 0s riscos, mas apesar de esperar
gue haja uma methor hidratagdo dos labios a pesguisadora afirma gue nao havera beneficios. Considera-se

aceitavel a relagio risco - beneficio.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
A Hipotese depreendida do texto apresentado pela pesquizadora seria de que o Produto testado teria a

mesma a¢do de produto ja comercializado. A pesquisadora, assim descreve as hipotese do estudo "Os

labios correspondem a uma estrutura que se apresenta como uma extensao da mucosa oral para a regido
externa da face, estando constantemente susceptiveis a influéncias do ambiente extermno (BIELFELDT et al.,
2019). Devido a diferente histologia em comparacdo 4s demais regides faciais e a rapida renovaco celular
apresentada pelo estrato corneo (EC), os labios comumente sofrem alteracdes em seu estado de
hidratag&o, resultando em ressecamento e aspereza (LGPEZ-.JDRNET; CAMACHO-ALONSO; RODRIGUEZ
-ESPIN, 2010; GUEST et al, 2013; TAMURA et al., 2016). Com o intuito de auxiliar na manutengdo do
equilibrio hidrico apresentado pelo EC, o emprego de produtos cosmeticos labiais € uma excelente
alternativa (BIELFELDT et al_, 2019). As indlstrias cosmética e farmacéutica cada vez mais prezam pelo
desenvolvimento de produtos com matérias-primas mais naturais e gque confiram proventos adicionais as
formulagdes (DA SILVA et al., 2019). A levana, uma molécula bioativa, segura aos seres humanos,
apresenta diversas potencialidades farmacologicas descritas na literatura, como sua capacidade hidratante,
a gual & similar & verificada pelo acido hialurdnico (AH), bem como, sua capacidade de proliferagdo de
fibroblastos humanos e queratindcitos (KIM, et al_, 2005). O desenvalvimento de um produto cosmético labial

em associagdo com a levana, o qual pede contribuir na manutengdo dos niveis de
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hidratago do EC, & propesto neste trabalho. A avaliacio da eficacia in vivo, por método de bicimpedéncia,
em conjunto com a caracterizagdo sensonal deste produto, podem auxiliar nesta verficagio & na criatdo de
um produto inovador e tecnoldgico "

Os seguintes métodos & analises serdo empregados para testar esta hipotese:

Metodologia Proposta: O estudo sera desenvolvido na Clinica Talita Oliveira de Estética Avancada,
constituindo o trabalhe de uma dissertagdo de mestrado do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual de Londrina. Trata-ze de um estudo experimental, do tipo ensaio
clinico randomizado e cego. Incialmente, os voluntarios serdo submetidos a avaliaggo para verificar 3e ndo
apresentam nenhuma espécie de imitagdo ou distirbio nos locais de aplicagdo. Em seguida, serdo divididos
aleatoriamente em 3 grupos de tratamento: G1: constituide de 20 individuos que utilizardo exclusivamente a
formulagace do estudo (hidratante labial contendo levana);, G2: constituido de 20 individuos que utilizario
exclusivamente a formulagdo confrole do estudo (hidratante labial sem levana e ativos); G3: constituido de
20 individuos gue utilizardo exclusivamente a formulagdo comercial ja comercializada em mercado. Os
participantes irdo proceder com a aplicagdo de uma guantidade fixa das formulagdes labiais (cerca de 0,1 g)
diretamente nos labios, previamente higienizados, duas vezes ao dia (manhé & noite), durante um periodo
de 14 dias. Estes receberdo uma planilha para controle de auto aplicagdo diaria dos hidratantes. & coleta
das medidas ocorrera no tempo zero (basal) e 14 dias apos o uso das formulagdes, bem como, o registro de
Foto documentacdo. A regido selecionada para as medidas sera o labio inferior. -0 aparetho empregado
para as medigdes serd o Analisador de Pele Digital Facial Skin Analyser, o qual & baseado no método da
impeddncia bioelétrica (bioimpeddncia), que consiste na passagem de uma corrente elétrica de baixa
intensidade {500 a 800 &) e de alta frequéncia (50 kHz) pela regifo labial (que se apresenta como
condutora), gerando assim, os resultados da analise. Posteriormente ao estudo de hidratagdo, andlise
sensorial, que ocorrerd por meio dos testes afetivos de aceitacdo por escala heddnica de sete pontos e
intenc&o de compra, escala de intensidade e avaliagdo do efeito do hidratante labial, sera realizada com os
mesmos voluntarios do teste anterior. Esta etapa do estudo também serd realizada na Clinica Talita Oliveira
de Estética Avangada, com supenisfo da equipe do projeto. Cada voluntario ird receber quatro amostras de
hidratante labial, previamente codificadas, & uma ficha contendo as instrugdes dos tesies e as escalas para
avaliagdo. Mo teste de escala de intensidade, os atributos avaliados serdo: espalhabilidadefacilidade para
espalhar, absorgdo, hidratagdo, frescor, forca de aderéncia/pegajosidade, residuo/filme brance, fragréncia &
formacao de filme aveludado. No teste de aceitag@o, os avaliadores irdo classificar as amostras ufilizando a
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ezcala heddnica estruturada de 7 pontos: 7- Adorei, 6- Gostei muite, 5- Gostei um pouco, 4- Nem gostei,
nem desgostei, 3- Desgostei um pouco, 2- Desgostei muito e 1-Detestei. Em paralelo, no teste de intengio
de compra, sera requerido que os avaliadores indiguem sua intencdo de compra das amostras
apresentadas, usando a escala de 5 pontos: 5- Certamente comprarna, 4- Provavelmente compraria, 3-
Talver comprasse, talvez nd&o comprasse, 2- Provavelmente ndo compraria e 1- Certamente n&o compraria.
Para o teste sensorial de efeito (regeneracdo labial) da aplicacdo do hidratante labial contendo levana, o
gual sera realizado posteriormente aos demais, os avaliadores irdo informar através de um simples
guestionamento se a fermulagio auxiliou a evitar o ressecamento e a agpereza dos labios. Para isto, os
avaliadores receberio uma amostra codificada contendo a formulagdo teste do estudo, a qual irdo aplicar
diariamentes, duas vezes ao dia, por um periodo de sete dias, e ao final deste, irdo avaliar o efeito do
produto. As formulagbes do estudo serfo previamente caracterizadas quanto acs ensaios de centrifugagio
e organolépticos, farmacotécnicos (pH, espathabilidade e hidratag8o) e de estabilidade.

-Critério de Inciusdo: Serao selecionados 60 adultos sadios, do sexo feminino, entre 18 e 40 anos. Os
voluntarios serfo capazes de fomecer por escrito seu consentimenio fivre e esclarecido (modelo em anexo),
pemitindo assim sua participagao no estudo. Os participantes selecionados precisam ser capazes de seguir
os protocolos do estudo, como ndo realizar o emprege de nenhum outro dermocosmético no local de
medigo (labios) durants o pericdo em questdc, ou qualguer procedimento estético ou dermatologico lakial
gue podera vir a interferir nos resultados. Precisam também apresentar como caracteristica “labios
ressecados”. Além disso, os voluntdrios ndo podem apresentar gqualquer tipo de hipersensibilidade ou
alergia aos componentes das formulagdes, injlria no local de medig@o ou salde debilitada. Os participantes
selecionados serdo previamente avaliados pela colaboradora deste estudo, Talita Oliveira, que tem
conhecimento nas dreas estética e cosmetoldgica. Devido a pandemia iniciada pelo virus SARSCoV-2, mais
conhecida por Coronavirus ou COVID-19, oriunda no ano de 2020, e levando em consideragdo a salde e
bem-estar dos voluntarios, somente participardo do estudo agueles participantes que tiverem tomado a 2°
dose ou acima da vacina para o COVID-19, apds comprovagio por meio de carteirinha de vacinagdo ou
comprovante expedido pelo aplicativo Conecte SUS

-Critério de Exclusdo: Serdo excluidos da amostragem voluntarios gestantes ou com suspeita de gravidez,
lactantes, com histdrico de hipersensibilidade previamente conhecida a cosmeéticos, surfactantes ou algum
componente das formulagdes, gue fizerem uso de medicacdo gue possa alterar as respostas da pele, como
anti-inflamatorios, antibidticos e tratamento hormonal, gque apresentem algum distirbio cronico, sistémico ou
de pele, com ginais de imitagdo cutdnea no local
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de aplicagdo, que tiverem feito o uso de tratamentos labiaiz, dermatoldgicos ou estéficos, nos 40 dias
antecedentes ao estudo (preenchimento, micro pigmentagie), que tenham participado de estudos similares
nos 30 dias antecedentes ou que apresentem sinais de dermatite ou irritagdo durante o periodo de
avaliagdo. Os voluntarios que desistirem do estudo a gualguer momento também serfo exciuidos do
trabalho, sem que isto acarrete qualguer énus ou prejuizo & sua pessoa. Os voluntdrios que relatarem ndo
fazer o uso correto dos produtos também serdo excluidos do trabalho. Comentérics: Trata-ze de uma
pesguisa na gual serdo incluidos 60 participantes, divididos em trés grupos testes: G1: Grupo Experimental
Utilizara exclusivamente a formulagio do estudo (hidratante labial contendo levana) 20; G2: Grupo Controle
Utilizara exclusivamenite a formulagde controle do estudo (hidratante labial sem levana e ativos); G3: Grupo
Controle Utilizara exclusivamente uma formulagdo comercial ja comercializada no mercado 20 Segundo o
cronograma o estudo sera realizado entre 20 de junho a 29 de agosto de 2022 incluindo a defesa do
mestrado da candidata do programa de pos Graduagdo. O orgamento apresentado para execugdo do

estudo, com recursos proprios da pesquisadora, é de 1.675,00 Reais de custeio. 86 057

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes documentos:

Folha de rosto devidamente preenchida e assinada pela coordenadera do curso de pos graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas. Foi apresentado TCLE, com linguagem adequada e contendo todas as medidas de
seguranga & de respeito ao participante da pesquisa, como sigilo e privacidade, ndo pressdo, coergdo, ou
gastos com a pesquisa. Destacando o acesso ao melhor tratamento apds a finalizagdo das avaliagdes e
resultado final das anélises aos paricipantes dos outros grupos do estudo.

Foi apresentada uma autorizagdofconcorddncia, assinada por Talita Oliveira da Silva, responsavel pela
“Clinica Talita Oliveira de Estética Avangada®, para a realizagfo das pesquisas em suas dependéncias.
Foi apresentada uma DECLAHM,‘..EO, Aszinado por Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni (Professor
Orientador Programa de Pds-graduagfio em Cigncias Farmacéuticas) de ciéncia e de acordo com a
apresentagio do projeto de pesquisa por sua orientada e que leu e entendeu a resclugio CNS 466/2012,
responsabilizando me pelo andamento, realizag8o e conclusdo deste projeto. “Em caso de desisténcia ou
abandono da mestranda Débora Dahmer, comprometo-me a enviar ao CEP/SD relatorio do projeto guando

da sua conclusdo, ou a qualguer momento, s o
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estudo for interrompido.

Recomendagies:
Méo == Aplica
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado{a) Pesquisador{a),

Este & seu parecer final de aprovagdoe, vinculado ac Comité de Etica em Pesquizas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade apresenta-Lo aos drgdos elou
instituigdes pertinentes.

Ressaltamos, para inicio da peaquisa, as seguintes atribuigdes do pesguisador, conforme Resolugdo CNS
4662012 e 510/2016:

A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compresnde o3 aspectos éticos e lzgais,
cabendo-the:

- conduzir o processo de Consentimento e de Assentimento Livre & Esclarecido,

- apresentar dados solicitados pelo sistema CEP/CONEP a qualguer momento;

- desenvolver o projeto conforme delineado, justificando, quando ecorridas, a sua mudanga ou interrupgo;

- elaborar e apresentar os relatorios parciais e final;

- manter os dados da pesguisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo minimo de 5 (cinco) anos apds o término da pesquisa;

- encaminhar o2 resultados da pesquisa para publicagdo, com os devides créditos aos pesquisadores e
pessoal téonico integrante do projeto;

- justificar fundamentadamente, perante o sistema CEP/COMEP, interrupg&o do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.

Coordenagac CEP/UEL.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Coninuagso 80 Parecer 5474736
Tipo Documento Arquiva Postagem Autor Situagao
Infarmagoes Basicas PE_INFDRMAQ&ES_EASMAS_DO_P 08/0ef2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1946898 pdf j2:42:35
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO. pdf 08/06/2022 (DEBORA DAHMER Aceito
12:39:59
Outros CARTA_AUTORIZACAO_PESQUISA_C| 08/06/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
LIMIC A pdf 12:39:76
Outros DECLARACAD_COORDENADORA_PO| 08/06/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
5. pdf 09:20:25
Outros CARTA_RESPOSTA docx 0D8/06/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
D8:58:00
Declaragio de DECLARACAC DE_COMCORDAMCIA_| 0B/06/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
concorddncia LABITEF pdf 05:54:18
Projeto Detalhado { |PROJETO_CEP_DEBORA_DAHMER p| 08/06/2022 |DEBORA DAHMER Acesito
Brochura df 08:36:31
Investigador
Cronograma CRONOGRAMA. pdi 08/06/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
08:35:02
TCLE [ Termos de  |ANEXO_TCLE_DEBORA pdf 08/06/2022 |(DEBORA DAHMER Aceito
Assentimento / 0E:34:47
Justificativa de
Auséncia
Orgamento ORCAMENTO.pdf 13/05/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
16:07:44
Outros TERMO_DE_AUTORIZACAD pdf 13/05/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
16:05:23
Outros TERMO_CONFIDENCIALIDADE_SIGIL | 13/05/2022 |(DEBORA DAHMER Aceito
O .pdf 16:04:07
Outros PLAMILHA_CONTROLE_AUTOAPLICA | 13/05/2022 (DEBORA DAHMER Aceito
CAO_DIARIA_SENSORIAL pdf 16:03:14
Outros PLANILHA_CONTROLE_AUTOAPLICA | 13/05/2022 (DEBORA DAHMER Aceito
CAQ DIARIA pdf 16:02:35
Outros CONVITE.png 13/05/2022 |DEBORA DAHMER Aceito
15:57:49
Declaragio de DECLARACAC_ORIENTADORA pdf 13052022 |DEBORA DAHMER Aceito
Pesquisadores 15:56:55

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:

Méo
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ANEXO Il — FICHA DE ANALISE SENSORIAL (1/2)

Nome: Idade:

FICHA DE ANALISE SENSORIAL

- INSTRUGAO DE USO: realize a limpeza dos labios com a dgua micelar. Em
seguida, com o auxilio do aplicador labial, aplique o produto em toda a extensao
do labio, de modo suave e uniforme. Proceda com a avaliagdo da amostra.

|

A | 3

1- Com que frequéncia vocé usa hidratantes labiais?

) Mais de uma vez ao dia

) Diariamente

) Varias vezes por semana

) Semanalmente

) Varias vezes ao més

) Mensalmente

) Menos de uma vez ao més
) Nunca

AN AN AN AN AN AN S SN

2- Vocé esta recebendo duas amostras de hidratante labial. Por favor, prove
cada uma delas e marque com um tracgo a intensidade percebida para cada
atributo.

116

FACILIDADE DE
ESPALHAR
Pouco Intenso Muito Intenso
ABSORCAO
Pouco Intenso Muito Intenso
HIDRATACAO
Pouco Intenso Muito Intenso
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FRESCOR |

Pouco Intenso

Muito Intenso

FORMACAO DE

FILME AVELUDADO
Pouco Intenso

Muito Intenso

FRAGRANCIA

Pouco Intenso

Muito Intenso

3- Quanto as amostras de hidratante labial, avalie cada uma delas utilizando a
escala abaixo para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou dos

produtos.

7- Gostei muitissimo;

6- Gostei muito;

ATRIBUTOS

5- Gostei;

Amostra Avaliagcao

4- Nao gostei, nem desgostei;

3- Desgostei;

2- Desgostei muito;

1- Desgostei muitissimo.

Use a escala abaixo para indicar sua intengdo de compra do produto:

5- Certamente compraria;

4- Provavelmente compraria;

3- Talvez comprasse, talvez ndo comprasse;
2- Provavelmente ndo compraria;

1- Certamente ndo compraria.

Amostra | Intengao de Compra




ANEXO Il - FICHA DE EFEITO DA FORMULAGCAO (1/1)

Nome: Idade:

FICHA DE ANALISE SENSORIAL - EFEITO DA FORMULAGAO

- INSTRUGAO DE USO: realize a limpeza dos labios com a dgua micelar. Em
seguida, com o auxilio do aplicador labial, aplique o produto em toda a extenséo
do labio, de modo suave e uniforme. Realize esta aplicagdo duas vezes ao dia
(manha e noite), durante sete dias. Nao realize a aplicagéo de outro cosmético
nos labios durante o periodo do estudo e ndo proceda com nenhum tratamento
estético/dermatolégico nos labios (micro pigmentacéo, preenchimento, etc.)
Apo6s o final deste periodo, proceda com a avaliagcdo da amostra.

1- ApOs os sete dias de aplicacao do produto, vocé percebeu que houve
melhoras na aspereza e ressecamento dos labios?

() Sim
( ) Nao

Comentarios/sugestoes (nao é obrigatdrio):
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RESUMO: Devido a adogac de um estio de
vida mais saudavel pelos consumidores e a
predcupagac crescente com a sustentabilidade e
o meio ambiente, a busca pelo desenvolvimento
de produtos cosméticos naturais 12m despomtado

Faimacia hospitasal e clinica & plesciigio tamaceutica

como uma tendéncia no mercado cosmelico.
A formulagfio de cosméticos werdes (nafurais,
orginicos e veganos) apresemia como aliada
o emprego da  biotecnologia, ciéncia que
pemite o desenvolvimento de moléculas com
propriedades biclogicas, as quais 80 de grande:
interesse para a indistia cosmética. Essa
tendéncia verde também & verfficada entre os
cosmeticos destinados para aplicacao labial, os
quais necessilam Ser Seguros para o Uso e “eco-
friendly”. O presente capftulo tem por cbjetivo
descrever a importincia do uso de produtos
destinados aos |abios, bem como, abordar a
temética de produtos cosméticos verdes e o
emprego da biotecnologia em sua formulagio.
PALAVRAS-CHAVE: Produtos labiais;
cosmecéuticos; tendéncia verde; biotecnologia;
multifuncionalidade.

LIP COSMETICS: GREEN TREND AND
USE OF BIOTECHNCLOGY
ABSTRACT: Dug 1o the adopiion of a healthier
lifestyle by consumers and the growing concern
with sustainability and the environment, the
search for the development of more natural
cosmetic products has emerged as a trend in
the cosmetic market. The formulation of green
cosmetics (natural, organic and vegan) presents
as an ally the use of biotechnology, a science
that allows the development of molecules with
biclogical properties, which are of great interest
to the cosmetic industry. This green trend is
alzo seen among cosmetics intended for lip
application, which need 1o be safe to wse and
“eco-friendly®. This chapter aims 1o describe the
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mmporiance of using products miended for the lips, as well as o address the issue of green
cosmetic products and the use of biotechnobogy in their formutation.
KEYWORDS: Lip products; cosmeceuticals; green frend; biotechnology; mublifunctionabity.

11 INTRODUGAO

Oe acordo com a Associagho Brasileira da indistria de Higiene Pessoal, Perfumariae
Cosméticos (ABIHPEC), o Brasil corresponde ao 4% maior mercado consumidor de produtos
HPPC (higiens pessoal, perfumaria & cosméticos), despontando na 7* colocagiio mundial
quants aos itens de maquiagem (ABHPEC, 2022). De acordo com esta associagho, tanto
a nivel nacional quanto internacional, t8m se observado novas tendéncias no mercado
de coamélicos e o5 consumidores estio cada vez mais exigentes & atenlos aos assunios
relacionados a estas. A busca pela beleza com foco em ingredientes naturais & a promogac
da susientabilidade por meio da biotecnologia apresentam destagque (ABIHPEC, 2013).

Um des fatores que influenciam a intengho de compra de produtos werdes &
“eco-friendly” pelo pdblico-alvo, 18m sido as midias sociais. Estas, desempenham papel
fundamental na formaghio de opinido dos consumidores, influenciando, tamiSm, suas
atitudes e a aquisigho de produtos. Neste sentido, o3 consumidores e fabricantes de
produtos cosmeticos 12m se mostrado cada vez mais interessados no uso de ingredientes
naturais, devido & crescente preocupadio com 0 meio ambiente & a sustentabilidade, o qus
s& reflete na vasta gama de pesquisas em matenas-prmas de orgem natural (AMBERG;
FOGARASSY, 2019; POP; SAPLACAN; LT, 2020).

Umas das tecnologias exploradas pela indistria cosmética na obtengio de insumos
sustentaveis tem sido a bictecnologia. A oferta de novas moléculas derivadas de processos
biolecnobbgicos, que apreseniem propriedades bioativas & agreguem mulifuncionalidade
aos cosméticos, permite a produgio de novos efou methores produlos, mais rapidamente

e de modo eficiente. Algumas das vantagens do emprego de moléculas derivadas
de bictecnologia em produtes HPPC comespondem 4 biocompatibilidade que estas
apresentam, natureza “eco-friendly”, atividade versétil e performance supenior (SAJNA e
al., 2015, BIANCHET et ai, 2020).

Umia das categornias dos produtos de maguiagem gue apresenta efevada popularidade
entre os consumidores, & o de produtos labiais. Esies, apresentam abrang&ncia tanio enire
0 pdblico feminino quanto o masculine (produtos labiais emulsives e lip baims), 580 de
facil uso & ¥m sua distribuicao no mercado em amplas formas fisicas, de acordo com a
necessidade dos consumidores. Por serem aplicados dirstaments na extensio da mucosa
oral, o piblico consumidor destes produtos 1em apresentado preocupacio referente 4
formulaciio e seguranga no uso de cosmeticos labiais, buscando produtos mais naturais,
que realizam a substitvicio de ingredientes siméticos. Além disso, questdes voltadas &
preocupacan com o meio ambients e natureza ecoldgica também a0 abordadas para essa

Farmacia hospltaiai € ciinica & plesciipao larmaceulica Capiuio 8 Ililll
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gama de produtos (SANDEWICZ, 2007; NORMASARAH, ASRUL, 2014; aANILKUMAR;
DHANARAJU, 2020).

Considerando o desenvolvimenio de produtes cosméticos labiais & as tendéncias
verificadas no mercado, este capitulo de fivro tem por objelivo descrever a importincia
do uso de produtos destinados aos labios, bem como, abordar a teméfica de produtos
cosmeticos verdes e o emprego da biotecnologia em sua formulagao.

2| IMPORTANCIA DO USD DE COSMETICOS LABIAIS

Oz labios, também denominados de drea vermelha ou borda vermelha dos lbios,
correspondem a Gnica regifio da mucosa oral exposta ao ambiente externo (BIELFELDT
et al, 2019), a qual & completamente distinta da pele em sy entormo, pOr NA0 apreseniar
giindulas sudoriparas ou pefos (TAMURA of al, 2016). A histologia dos l4bios & bem
definida, sendo e3sa regifio constiluida por t8nue estrato cdrneo (EC), formado por celulas
de renovagiio mais ripida do que aquelas presentes no estrato corneo normal (LOPEZ-
JORNET: CAMACHO-ALONSO; RODAIGUEZ-ESPIN, 2010; TAMURA of ai, 2018), e o
epitefio caractenzado como um tecido fino, levements gueratinizado 2 com menor conteld do
de ceramidas (KiM ef s¢, 2019; GFELLER et i, 2019).

Devido a sua proeminenie localizacho na regido facial, os [labios  estdo
constantemente susceliveis 4s influgéncias do ambienie externo, como a radiagho solar,
venios elemperaturas extremas, bem coma, a tralamentos esieticos, incluindo os cosmeticos
e produtos dentirios. Dos diferentes mecanismos da pele, o estado de hidratagio do EC
& 0 mais comumente alterado no cotidiano (GUEST et al, 2013) e para que uma barreira
intacta seja mantida na epiderms, a quantidade adequada de Agua precisa estar presente
nessa supsrficie (PALMA ef al, 2013). Devido a répida renovagio celular do EC labial,
cornedcilos imaturos sAo expostos 4 superficie cutinea, pemmitindo que a dgua presente
nos labios transpire com maior facilidade, o que resulta em uma regiao seca & Aspera
(TAMURA et 2, 2016).

Devido 4s propriedades e caracteristicas diferenciadas, os [Abios necessitam de
protecio e chidados especializades. Para prevenir o ressecamento & aspereza destes,
mantendo ou elevando os niveis de hidratagio do EC, produtos cosméticos para fratamento
labial 5830 uma excelente akemativa (BIELFELDT ef ai, 2019), o5 quais podem auxiliar a
pele a manter sua fungao de barreira intacta e prevenir, inclusive, infecgdes, coma a herpes
labial recomenie (GFELLER, of ar, 2019).

31 COSMETICOS LABIAIS: CLASSIFICAGAO BASICA

Oz produtos kabiais representam uma parcela significativa do valor total das
inddstrias cosmeticas, com albranggncia tanto entre o pdblico femining guanto o masculing,
devido a comercializagac de anigos gue naoc apresentam género especificado, como os
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de twatamento kabial & fp balm, tornandc-os universais. Estes produtos sao de facil uso &
podem ser aplicados diariamente, repetidas vezes, além de serem distribuidos no mercado
em diversas formas fisicas (batom em bala e liquido, gloss, baim & labiais emulsivos),
ficando a criténio do pdblico consumidor a escolha daguele que melhor se enguadra 43 suas
necessidades (SANDEWICZ, 2007).
Batons em bala: apreseniam formulacao anidra, ou s2ja, consiitulda por insu-
mos fipofilices, como ceras (responsdveis pela estrutura), compostos graxos
pasicsos (responsveis pela aderéncia, como anolma e manteigas), emolien-
tes (Oleos), formadores de filme (polimeros), aromas (sacarose), aivos (filvo
solar, vitaminas, dentre outros) conservantes & pigmentos. Os batons sofidos
na forma de bala corespondem a uma das formas mais tradicionais de produ-
1og labiais & sio comercializades em uma vasta selegio de cores, texiuras e
orilho (KAMAIRUDIN of 2, 2014). Atraves de seu uso, agregam cor e realgam
05 lébéos, promovendo destague a esia regifio, além de proporcionar profecao
contra agentes externos (ENGASSER, 2000).

Estes cosmeéticos sio formados por uma mistura solida de lipideos com a dispersio
de agentes coloranies (pigmentos). Quando em contato com a temperatura corporal,
amclecem, permitindo vm melhor desfizamento e suave apficagio. Por esta razfo, s&0
denominados lemmoplasticos (ENGASSER, 2000; SaNGO; BINDER, 2017).

&g embalagens mais comuns para esle tipo de cosmético 580 as giraldrias, as quais
permitem gue o consumidor levante a bala para aplicacio do produto g, apds o uso, abaixe
estd para gue figue protegida dentro do inwdlucro. Nos dias atuais, as embalagens sao
fabricadas em uma enome variedade de formatos, cores e lexturas, agregando beleza
esiélica ao produts a ser comercializado e atendendo & padronizagio normalments
encontrada nas marcas (SANGOD; BINDER, 2017).

Para um batom ser considerado bom e exibir grande aceitagdo perante o pablico
consumidor, esie precisa: apreseniar uma aparéncia homogenea, com uma superficie lisa
& de cor uniforme; permitir uma apficagio suave, que traga conforo ao usudrio (lexura
agradavel); transferir a cor descjada aos lbios & que apresentz longa duragao. Alem
disso, ser de facil remocao; apresemar aparéncia rigida, mas gue nao quebre durante
a aplicacdo e nado possuir mau cheiro ou sabor (SANDEWICE, 2007, SANGO; BINDER,
2017, GIOVANINI =f & 2015}

Batons liquidos: comaspondam a uma vanante liguida dos balons em bala.
Estes produtos tambem apresentam composicao anidra, mas o que os diferen-
cia dos batons sfidos € a menor concentragdo de espessanites na formulagao
[ceras) (ENGASSER, 2000). Por nfo serem moldados na forma de bala, seu
envase ocorme em embalagens que permitem aplicago posterior dirstamente
=zobre os |abics, por meio de aplicadores labiais. Os batons liguidos coném
um alto teor de pigmenio, baixa concentracho de ceras, emolientes voldteis,
formadores de filme e promovem alta coberura. Além disso, sao comercializa-
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dos em diversas texturas {maffe, brilhante, cremosa, cintilame, dentre outras)
& podem ser resistenies & ransferéncia, o que & uma caracieristica bem-vista
pelo piblico consumidor.

Gloss labial: Sua formulagho semissdlida & voltada para fornecer brilho aos [4-
bios, agregando uma aparéncia dmida e sedutora a estes. No guesito composi-
A0, 0 gloss apMesenta menor ou nenhum comeado de ozra em sua fomulacso,
sendo constitufdo majortaraments por dlecs, emolisntes de aita viscosidade,
agentes gelficantes e formadores de filmes, os quais conferem aderéncia,
maior ransparéncia & textura flulda acs brilhos labiais. Estes produtos sio me-
nos intensos no quesito pigmentagdo, fransferindo geralmenie apenas uma cor
sulil aos [Ebos, o gue toma o pdbles jovem o maior alvo consumidor de brilhos
labiais (GARG, 2016, SANGO; BINDER, 2017, SHABMA; SAROTA, DHEAE-
LOS, 2019).

0 gloss pode apresentar diferentes acabamentos, como fosco, brithame, vireo
e metilico. Uma caracteristica que apresenta destaque nestes produtes & a fragrincia,
geraimente frutal, e bem imensa. Devido a sua forma liquida ou semiliquida, os brithos
labiais nomalments 5830 envasados em embalagens que contenham apficadores labiais
inclusos, o que facilita sva aplicagho (ENGASSER, 2000; SANGO; BINDER, 2017).

Para ser considerado bem aceifio pelo piblico consumidor, um gloss precisa
apresentar cerlas caracterisiicas: ser de f&cil aplicacdo, apresentar boa aderéncia
aos labios, mas nAo ser muito pegajoso; prover um brlho intenso e de longa duragao
(DRAKONTIS; AN, 2020).

Lip balms: conhecidos como bdlsamos labiais, o5 lip balms G0 coOSMETCos
que tem por objetive formar uma pelicula protetora sobre os [4bios, de modo
a evitar seu ressecamento, aliviar a aspereza e presenar estes contra danos
causados por agentes extemos, como situagdes de baixa umidade do ar & frio
gxtremo (ENGASSER, 2000; aNISA; SUKMaWARDANI WINDaYAN, 2013;
KUSRINI et al., 2020; P; FARIDA; FAIZATUN, 2021).

Oz balsames labiaiz proporcionam um efeitc hidratante aos labios, agregando
beleza a estes e, por nao terem género especifico, podem ser uilizados por homens e
mulheres (KADU; VISHWASRAD; SINGH, 2014; KUSRINI et al, 2020). Os lip balms 530
muitas vezes comparados aos batons em bala devido ao formato que apresantam (o qual
pode ser em bastio), porém, ambos diferem enfire si, principaimenie no guesito hidratagao.
A semelhanca entre eles & presenciada em quesitos sensoriais & de estabilidade, como
mamer-se resistente s vanagoes de temperatura, apresentar aplicagio suave e ter
aderéncia labial (FERNANDES et af, 2013).

& composiglo de um Fo baim & constitulda basicamente por emolientes, deos,
manteigas e ceras (KaDU; VISHWASRAO; SINGH, 2014), com a presenca de pouco ou
nenhum pigmento. Antioxidanies e protelores solares muitas vezes sio adicionados a
formulacac para prover beneficios extras (SANGO; BINDER, 2017; DRAELOS, 2018).
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- Produtos labiais emulsivos: grande pane dos cosméeticos labiais disponiveis
no mercado =80 anidros, ou seja, sio constiluldos por insumos fipofilicos sem
a presenga de dgua na formulagao. Porem, esta caracteristica nao & verificada
em produtos emulsives, o5 quais necessitam de Agua €m SUa CoOmposican. Pro-
dutos kabiais emulsives atuam na hidratagio dos Hbios e podem ser compostos
por diversos ativos, como vitaminas, regeneradores labiais e antioxdidanies {EN-
GASSER, 2000; SaNGO; BINDER, 2017).

Estes cosmétices exigem maior empenho ac serem formulados, pois necessitam
de surfactantes que realizem a emulsificagio dos dlecs com a agua {formulagtes dleo
em &gua, O/A) ou da dgua com o5 dleos (formulagdes dgua em dizo, A0, & esta escolha
& baseada no Equiliorio Lipofilico-Hidrofilico (EHL) da formulacac. Além disso, precisam
apresentar um sistema conservante adequado, devido a presenga de Agua na composicio,
e serem testados severamente frente 4 seguranga microbiclogica, & nao serem instaveis
frente & adigio de cor (pigmentos) na formulagio, caso esta ocorra (SaANDEWICZ, 2007,
SaNGOD; BINDER, 201 7). Produtos emulsivos labiais normalments apresentam uma textura
agradave! & podem prover beneficios de tratamemo adicionais a0s [abios.

4| COSMETICOS LABIAIS MATURAIS, ORGANICOS E VEGANDS: EXISTE
DIFERENGA?

Atualmenie, o piblico consumidor de cosmeticos vem se mosirando cada vez mais
preocupade com a procedéncia e formulacio dos produtos que estio sendo distribuidos
no mercado, devido &4 adogdo de um estilo de vida mais susientivel. Os cuidados com a
salde & com O meio ambients sao refietidos na busca por cosmeticos desenvoividos com
responsabiidade ambiental & baseados em ingredientes naturais, que evitem possiveis
reagbes alérgicas e efeftos colalerais, sendo considerados seguros para o us0 humano
(AIWANIDA;, NORMASARAH; aFaNDi, 2014; KAMAIRUDIN ef af, 2014; SHIMIEZL,
MOMURA; BL, 2021).

Baszeado nesta mudanga de comportamento, novos produtos 18m sido formulados
pela indistria cosmética para atender &z expecilativas e necessidades dos consumidores,
bem como, a adogas de modificagdes no processo produtive e o cuidadoe com a origem
das matérias-primas. Essa tend&ncia apresenta elevado crescimento & & denominada de
“green producis®, traduzido para o portugués, produtos verdes. Estes s8o considerados
ecologicaments corretos por nao gerarem efeitcs negatives ac meio ambiente, por meio
do emprego de tecnologias limpas durante sua produgao, pelo uso racional de recursos
naturais, atraveés da cerificagio dos produtos e, inclusive, no quesito embalagem, as quais
podem =er reutilizadas e recicladas, com preferéncia pelas biodegraddveis (FONSECA-
SANTOS; CORREA; CHORILLI, 2015).

Este mercado de produtos wverdes abrange os cosméticos veganos, organicos e
naturais. Para ser considerado natural, um cosmético tem que ter pelo menos 95% de
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ingredientes naturais na composicao, que podem sSr COMEOSI0s por extratos de plantas
e metabdlites de bactérias, fungos e algas. Ja o cosmético orglnico & o produto cuja
composicio tem 95% de matérias-primas certificadas como orglnicas. E por fim; o
cosméatico vegano € totalments isento de ingredientes de origem animal e nao foi testado
em animais (FLOR; MaZIN; FERREIRA, 2073).

Mo Brasil, bem como na grande maioria dos paises, nao ha nenhuma regulamentagao
especifica para estes produtos, pois sua definicio & bastante ampla, © que permite aos
fabricantes explorarem estas terminclogias. Em prol da padronizagio de conceitos,
certificagdes tém sido emitidas para esta gama de cosmEticos por organizagtes de cunha
nacional e internacional. Para alcancar este reconhecimento, diversas regras precisam
ser seguidas pelos fabricanmtes, englobando todo o processo produtivo (FLOR; MAZIN;
FERREIRA, 2019). Algumas dessas cerificadoras siio;

Matrue (The International Natural and COrganic Cosmetics Association): Or-
ganizagio suropeia e sem fins lucrativos, criada com o infulic de padronizar a
producdo de cosméeticos orglnicos e naturais, bem como, auxifiar no combate
do “Greenwash”, publicidade desenvolvida com apelo sustentivel apenas por
estratégia de marketing, com o intuito de atrair a atengao do pliblico consumi-
dor. Mo Brasil, este zelo & geralmenie enconfrado em produtos imporados ou
que sfio produzidos com es3e infuito (BARROS, BARROS, 2020).

Instituto Biedinamico de Cerificagdes (IBD): conhecida como & maior certi-
ficadora da américa Latina, £ssa organizagas apresenta elevada influgncia no
mercado brasileiro de produtos verdes e segue as diretrizes estabelecidas pela
Natrue (FLOR; MaZIN; FERREIRA, 2018).

Cosmetic Organic Standard {COSMOS). associagio internacional sem fins
lucrativos, criada com o intuko de disseminar conceitos e padronizar regras de
cerificaciio de cosméticos naturais e orginicos. Constituida por cinco orga-
nizaghes europeias: BDIH (Alemanha), Cosmebio (Franga), Ecocert (Franga),
ICEA (nélia) & Soil Assodation (Reino Unido). A cenificacao COSMOS & pou-
o presente no Brasil, mas constitui referéncia em diversos paises (BARROS;
BaRROS, 2020).

Sociedade Vegetariana Brasileira (SVEB): Confere o selo vegano para o3 pro-
dutos que sejam isentos de ingredientes de origem animal & que nao realizam
tesies em animais, o gue inclui a emoresa produtora e os fabricanies dos ingre-
dientes (FLOR; MAZIN; FERREIRA, 2019).

People for the Ethical Treatment of Animals (PETA): ONG comprometida na
causa de protegio dos animais desde 1980 Apresenta dois selos cerificadores
que podem ser afribuidos a produtos cosméticos: o “Cruehty-free”, gque garan-
e que oz produtos & as malérias-pnmas nao sio testadas em animais, 2 o
“approved Vegan®, que garante que o preduto nao foi t2stado & nem apressnta
insumos de crigem animal (FLOR; MaZiN; FERREIRA, 2019).
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Para um produtc ser considerado wvegano, de acordo COM as organizacdes
certificadoras, este precisa apresentar em sua Composicao matérias-primas que ndo sejam
provenientes de origem animal {cera de abetha, queratina, lanolina, derivados do mel, entre
outras) efou que ndo lenham sido testadas em animais. AEm disso, 0 cosmético por si
56 também nao pode ter sido testado em animais. Estas regras =40 muito semelhantes
entre iodas as enfidades cerificadoras e facilitam aos fabricantes desenvolverem produlos
que e snquadrem neste critério. Devido a quesides como a protecio ambiental, muios
consumidores 18m adotado nos ditimos anos o veganismo em seu estilo de vida. (FLOR;
MaZiN; FERREIRA, 2019; BARROS, BARROS, 2020; LEE, KWON, 2022).

Os cosméticos organicos apresentam uma definicho mais estrita, que varia de
acordo com a entidade cenificadora, & seu desenvolvimento pode apresentar grandes
desafios, que envolvem desds as matérias-primas até o envase (AMBERG; FOGARASSY,
2018). Inzsumos cerificados como orginicos =80 produzides em um sistema agricola
comrodado, que segue rigidas regras, como © RED UsD de agrotdxicos, preservacaoe dos
recursos naturais e condigdes adequadas de trabatho no campo (FERNANDES et af,
2013). No Brasil, para ser considerado orginico, de acordo com o IBD, um cosmético
precisa apgresentar, no minimo 25% de malSrias-prEmas orginicas em sua Composicao,
provenientes de mansjo ofgdnico ou extrativismo controlado (de acordo com a lei BR
10.831/2003 ou pelo Programa Orgénico Macional USDA ou ainda de uma norma da
Familia IFOAM de Mormas) (IBD, 2021). O restante da formulagio pode ser composto
por agua e insumos naturals. Alem disso, o produto precisa ter mpacio minimo sobie o
meio ambiente, o que inclui seu uso e descane, apresentar uma rotulagem clara, nao ser
iestado em animais e ser seguro para uso humano (FEBNANDES ef ai, 2013; FONSECA-
SANTOS; CORREA; CHORILLY, 2015; BARRDS; BARROS, 2020).

Para um cosmético ser considerado natural, este precisa apresentar em sua
COMPOSIGAs insumos de origem natural, cenificados ou n&o. De acordo com a certificadora
COSMOS, nao € necessaria a presenga de insumos organicos Sm Sea COMPOosgac,
porém; segundo o 1BD, esies cosméticos precisam apresentar, ao menos, 5% de insumos
orginicos em sua constituiclo (FERMANDES of al, 2013; FLOR; MaZIN,; FERREIRA,
2015; BARROS; BARROS, 2020). Oz insumos de origem natural sfio aqueles provenientss
de wegetais, minerais (inorginico), animaks (gue n&so causem sofrimento & exceto
veriebrados) ou microrganismos (Kénficos aos encontrados na natureza)j, e seus defivados
ou misturas, que nao resuitem em modificagoes quimicas imencionais. Matsrias-pnmas
idénticas 4= naturais, COMMO pigMEntos & conssrvameas, =0 podem ser empregadas quando
as substincias naturais nfo podem ser recuperadas da patureza. O uso de malerias-
primas denvadas das naturais (gorduras, Oleos, ceras, polissacarideos, proteinas, enire
outros) st ocorme se a fungio especificada nio for alcangada pelo insumo natural. Além
dizsp, 50 podem ssr empregados se produzidos por DroCEsSs0s com reagdes quimicas,
como 05 bistecnobdgicos. Insumos simeticos sa0 proibidos em produtos desta nalureza,
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bem coma, derivados de petrdlen, polistilencglicdis, quateméarios de amédnio e siliconss.
Desta forma, a lista de ingredientes permitidos se toma reduzida 2 o custo de produgao,
conssquentemente, makr (cerca de 50°%: ou mais no valor) (FLOR; MAZIN, FERREIRA,
2019, IBD, 2021).

CLASSIFICAGAD REQUISITO MATERIAS-PRIMAS
Ma0 ser lestado em animals ou
VEGANO aplesental Insumos que tenham sido Excelo as de piigem animal e
lestados em animals 2fou de cligem testadas em animals
animal
ORGANICD AD MENDS 959% 08 INEUMOS OIJANICDS  INSUIMOS MIQANKCOS Cemificados & 0s
CEMMCANns 8m Sua Composicho QEMals 55, A0UA & INSumos natusals
INsUMos plovenisntes de plamas,
MiNe1ais. animals {que NAo CAUsem
Inzumos de ollgem nabura e, pelo
MATURAL e ) otoans EOMIMENtD 8 exceiD venshDIaos )

Ol riciolganismos (MEMcos aos
EMCONTIZNE NS nalHeza)

Tabela 1: Classificagdo dos cosmalicos Veganos, oIganices & naturas

O gue difere um preduto cosmético labial usual de um vegano, natural ou organico,
sfio 03 InsUMos empregados em sua COMEOsSIGHo, oS guais podem s2r majortariaments
sint&ticos ou naturais. Uma das matérias-primas que mais desperta alengio nesse quesito &
o pigmento. Pigmentos sinteticos podem causar alargias, dermatites e ressecamento labial,
ndo sendo adequados para consumo humano. Sua substituigho por pigmenios derivados
de produtos naturais constitui uma attemativa aos sintéticos. Assim, o grupes cromdforos
presentes nas plantas podem agregar cor de modo eficiente e nao Wxico. Exemplos destes
80 as antocianinas, presentes &m Uvas, amoras € ameicas, que podem conferir coloragao
azulada e roxa, os carotenoides, presentes em abacaxis, mamao, cenouras e laranjas, que

podem conferir colorag@o amarela ou laranja, © os lcopenas, presentes em beterrabas,
tomates, morangos e melandas, que podem conferr coloragio vermetha (AZWANIDA;
NORMASARAH; ASRUL, 2014; ANILKUMAR; DHANARAJU, 2020).

Além de pigmenios, produtos labiais podem apresentar em sua composigao dleos
{gue conferem agdo emoliente}, ceras, ativos (antioxidantes, vitaminas, denire outros)
e lensoativos. A subsiituico dos insumos tradiciona:ss por nalurals, como dleos e ceras
vegetais, € uma possibilidade. Exemplos s80:. cera de carnadba e candelila, dlsos com
elevado grau de dcidos graxos saturados (Oleo de coco, palma e algodio) e insaturados
{tlec de canola, mamona, oliva, améndoa e abacate) (AZWaNIDA; NORMASARAH;
ASRUL, 2014; ANILKUMAR; DHANARAJU, 2020),

Faimacia hospitaial e clinica e piescrigio fammaceutica Capilio 8 “



129

51 EMPREGO DA BIOTECNOLOGIA EM PRODUTOS LABIAIS

Mobeculas provenientes de fontes Diotecnobigicas tém sido vastamente estudadas
devido as suas propriedades bioldgicas e caracieristicas renovéveis (FILIPE e al, 2022).
De fato, o emprego da biolecnologia & muito vasto, & guase todas as inddsirias podem
fazer uso desta tecnologia, que permite a produgao de novos efou melhores produtos, mais
rapidamente e de modo aficiente (BIANCHET ef at, 2020). E naio sania diferente na indistria
cosmética, afinal, estas tém empregado a bistecnologia para auxiliar no desenvolvimeanio
producio de insumos que possam ser wilizades em diferentes formulagdes € na avaliagao
da atividade destes componenies na pele, especialmente no que condiz aos efeilos anti-
idade (GOMES ot ar, 20200,

Produtos biotecnolbgicos 18m sido empregados em formulagles cosmalicas, denire
eles, Acidos orgnicos, polissacaridecs e lipidecs derivados. Diversos aspecios destes
produtos sao considerados antes da sua aplicagao, como a biccompatibilidade com a pele
2 sUa seguranca para uso humano, pois ndo devem gerar nenhuma resposta imunoldgica.
Biocompatibilidade, natureza “eco-friendly”, atividade verséti & performance superior 80
alguns dos afributos conferidos por ingredientes cosméticos denvados da bictecnologia
{SAJMA ef al, 2015).

Uma das tecnologias empregadas na produciio de insumos  cosmeticos
biotecnologicos € o processo fermentativo, o qual utifiza microrganismos como fungos,
bactérias e leveduras, além de enzimas, na conversdo de substratos (glicose, dentre
outros) em produtos (metabdlitos primérios e secundérios), que s3o dependenies do
microrganizmo especifico, do substralo e das enzimas empregadas (GOMES of al, 2020).
Mol&culas que spreseniam origem marinha, como as denivadas de algas (pofissacarideos,
carotenoides, lipidens, Acidos graxos, denfre outras), lambsm apresentam promissoras
propriedadas bioativas, como na prevengio do envelhecimenio cutineo (GOMES et ai,
2020; FAVAS of al, 2022).
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ATIVO ORIGEM Fﬂ:‘éﬁéggs REFERENCIA
SAEEDI; ESLAMIFAR;
P T hedan®  Cialeador de pele  KHEZRI, 2018; GOMES
i 0o s e despigmentanie  ef al. 2020; KIM et al,
(Aspergillus @ Panicillium) 2012
ELUKHARI ef al, 2018,
hickdo Feimeniagio miciolana  Hidialante, teduor  oCE S EF ) 2020
HI - | Sireplococcus € Bacillus 0 Iugas & anll- i -
alurdnico sublilis) idade 20186
CHIEN; LEE, 2007,
GUPTA st 20, 2019
Hidiatanie e SAJNA et al, 20145,
FEIMENIagA0 Com ngos ledutol dapeida  GUPTA ef gl 2019°
Ceramidas (Wickerhamomyces ciemi. 5. yopcanidaimica  CODERGH er al., 2003
cersvisiae & Yamowia Boplytics) de agua KWUN et al, 2008
Agenie geliicante  SAJNA eral, 201
Goma Xantana | ClCia0 ”;*';:‘sr;’“""m £ estaplizadol 08 GARGIA-OCHOA et al,
mipe: Toimulaphes 2000
Feimenagas de valadas
fonies: bacletias, fngos e = pak ";: I”ngﬂgagmﬁ' PETRAVIC-TOMINAG
E-glucana plamas | Saccharommyces ag e af al., 2010; SAIJNA ef
cerevisige, L. edodes & me al.. 2015
Pleurotus ostreatus
Feimentagao micioblana .
i KK et 5l , 20045, SAJINA
Levana ‘HEM;:' "[ %"‘1 Hidratante et al, 2015;
Zym as) DA SILVA ef 21, 2020
Bdssunaciants, FILIPE &t ai.. 2022,
_ . Feimentagao de levedulas anfioxidante, SAJNA ef al, 2015,
Sotorslipidio {Starmersila bombicols, antbadierlang e VARVARESOU-
Candids bombicols) antlacne IAKOVOU, 2015

Tabela 2; EXEMPIDS 08 allvos DICIECNOINICoS & SUas PIopietacss osmelcas.

Com relagfio acs produtos destinados acs l4bios, a insergio de ativos biotecnologicos
ocorre pela substituicio de insumos siméticos por aqueles derivados e provenientes de
processos biotecnoldgicos, bem como, pela incorporagio de nowos ativos descobenos
por esta ciéncia, 05 quais agregam diferentes propriedades aos produios cosméticos, os
enquadrando como sustentiveis e multifuncionais. Dentre as fungdes apresentadas por
produtos labiais, apresentam destague a hidratante, antioxidante, antimicrobiana, emolients

& regensradora. Alguns dos insumos a ssrem empregados na composicao de produtos
destinados aos labios 580 descritos na Tabela 2.

61 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Cosméticos labiais apresentam grande impordncia no mercado de maguiagens,
despontando como uns dos itens mais populares enire o pablico feminine & masculino.
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Produtos labiais com apelo verde e desenvolvidos com formulag&c natural, assim
como o5 demais produtos encontrados no mercade cosmético, continuario sendo uma
tendé&ncia, a qual & impulsionada pelas midias sociais & o novo estilo de vida adotado pelos
consumidores. O sinergismo entre a indistria cosméetica e a bictecnologia, com incentivo 4
pesquisa de novas moléculas, continuara permitindo o desenvolvimento de noves produtos
cosmeticos mais susientiveis e multifuncionais, o que inclui o3 produtos labiais, de acordo
com as necessidades apresentadas pelo mercado.
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