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Introdugao

Especializada na concepgdo, desenvolvimento e fabricaciao de ativos e vetores, com base em materiais
bioldgicos, a BASF Beauty Care Solutions pode propor, hoje, uma gama muito ampla de opgdes para a
otimizacgao de ativos cosméticos.

Independentemente dos recursos e particularidades inerentes a cada tipo de vetor descritos
detalhadamente nas paginas a seguir, o principio basico do encapsulamento de origem vegetal permanece
o mesmo do encapsulamento colagénico.

De fato, consiste em envolver ativos cosméticos em uma matriz de polissacarideos reticulados, de modo
a protegé-los de incompatibilidades ou agressao externa (oxidagao, ingredientes de formulagéo...) e, de
acordo com o tamanho desses reservatorios, para ajudar esse ativo a agir com mais eficiéncia por um
longo periodo de tempo na pele.

A vetorizagdo é o meio mais eficaz de prolongar a integridade estrutural dos ingredientes ativos nos
cosméticos. Mais e mais profissionais estdo comegando a entender essa realidade. No entanto, quando
confrontado com a ampla gama de vetores cosméticos disponiveis, é importante selecionar um vetor que
atenda aos padroes de qualidade extremamente rigorosos.

Nesse campo, a qualidade pode ser resumida em cinco objetivos:

e A separagdo perfeita do ingrediente do restante da formulagao,

+ A biocompatibilidade total do vetor e seus subprodutos,

o A biodegradabilidade da matéria-prima usada para encapsular os ingredientes ativos,
+ A estabilidade dos compostos ativos encapsulados,

« Um agradavel efeito cosmético.

O polimero usado para o processo de microencapsulacio é mais frequentemente um polimero sintético
para aplicagdes farmacéuticas (policianoacrilato, poliestireno ...) e, nesse caso, a dessorc¢do fisica é a
principal explica¢do para o efeito DDS observado com esse tipo de vetores.

A originalidade da BASF Beauty Care Solutions era selecionar polimeros no setor de biopolimeros
naturais, de modo a basear o efeito DDS na biodegradabilidade do polimero usado para realizar o
encapsulamento.

Esses biopolimeros sdo extraidos e intensivamente purificados: sdo proteicos (colageno marinho, por
exemplo) e polissacaridicos (glicosaminoglicanos marinhos, por exemplo).

Biovetores

Qual é o conceito do sistema de administra¢do de medicamentos?

Quando uma substincia ativa deve ser utilizada na pele com um objetivo "terapéutico”, a primeira
maneira de obter um efeito continuo é: repetir doses, para ter séries de curtos periodos ativos.

l Formulagao convencional

Exemplo: uma formula¢do convencional com uma
vida util de cerca de 6 horas tem apenas 2 horas
de efeito terapéutico (acima do limite da regido
terapéutica, no diagrama, entre a primeira e a terceira
hora). Consequentemente, para obter uma atividade
relativamente constante, a dosagem deve ser repetida
° 5 5 o pelo menos a cada trés horas.

Tempo (horas)

Concentracao de drogas na pele
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Um segundo método consiste na escolha de um biovetor capaz de conferir uma atividade mais duradoura
ao composto terapéutico. A qualidade do medicamento é importante, mas o biovetor usado para liberar
a substéncia ativa sera determinante no sucesso do tratamento.

Formulagao de liberacao sustentada

L
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o - o 3 Exemplo: o mesmo produto, normalmente ativo por
&l | seis horas, fica ativo por cerca de 13 horas e o periodo
3 terapéutico atinge nove horas (versus duas horas usando
8 uma formulagao convencional).
g
g
S

o 3 ] ? 12

Tempo (horas)

O “BIO-DDS”, um conceito da BASF Beauty Care Solutions
BIO-DDS = sistema de administragao de medicamentos bioquimicamente controlado

Com base em mais de treze patentes internacionais, nossos laboratérios desenvolveram uma experiéncia

em encapsulamento, melhorando a eficiéncia em compostos ativos, por:

» protegendo-o do ambiente até sua aplicagdo na pele (particio que o isola de outros ingredientes
ativos da preparagio),

« melhorando sua estabiliza¢ao na epiderme e liberando-o progressivamente no corpo.

Quando essas microesferas ou microcapsulas sao pequenas o suficiente (didmetro abaixo de 100 pm),
elas ndo podem se abrir durante a aplicagao, e outro mecanismo deve explicar a abertura de sua estrutura
e a liberagao de compostos ativos encapsulantes.

Estrutura da vitamina C-PMg encapsulada no Marine Juvenium para um efeito Bio-DDS:
Nesse caso, cerca de 20 a 80 microns de microesferas retém a vitamina C-PMg. As microesferas contém
quase 20% de vitamina C-PMg, embrulhadas em uma fina matriz natural e resistente.

Essa matriz sera quebrada sob hidrélise enzimatica, liberando lentamente o contetido das esferas, com
um efeito duradouro diretamente gerenciado pela pele.

Conceito "Sistema de Entrega de Biodrogas"

Composto de coldgeno marinho e glicosaminoglicanos marinhos, o Marine Juvenium desenvolvido
pela BASF Beauty Care Solutions é lentamente biodegradavel por agao conjugada da pele e de proteases
microbianas.

Essa biodegradagao s6 pode ocorrer na superficie da pele, apds a aplica¢ao da formulagao.

O efeito imediato é uma degradagdo programada da estrutura da microesfera e também uma liberagao
programada do composto ativo encapsulado:

Nasce o conceito Bio-DDS.




O conceito Bio-DDS: Exclusividade da BASF Beauty Care Solutions para cosmetologia.
As medig¢des padrao do Sistema de Entrega de Medicamentos geralmente sdo realizadas in vitro e sdo
baseadas em medigdes de difusio, realizadas com dispositivos de difusio (células Franz).

Com esse equipamento, é possivel mostrar, de maneira muito estética, a diferenga entre o composto ativo
livre (curva 1) e os compostos ativos encapsulados/retidos (curva 2). Um efeito de liberagdo sustentada
¢ a diferenca entre as duas curvas.

A desvantagem dessa técnica é a pouca descri¢ao do que realmente ocorre nas observagdes in vivo. De
fato, esse DDS é baseado apenas em observag¢des de difusio e essa difusao nao pode ser controlada. Essa
difusdo ocorrera com o tempo, onde quer que o composto ativo encapsulado esteja: ainda na formulagao
e ndo esteja aplicado na pele. Por exemplo, se B representa o tempo de aplicagdo da pele, nenhum efeito
DDS ¢é observado nas formulagdes 1 ou 2.

A Concentracdo de composto ativo Pelo contrério, a formulag¢do 3 (curva 3)
1 , L 3 necessita, ap0ds aplicacdo na pele, de uma
Apos aplicacdo (B), degradacao dearad » apos ap ‘ 4G ! pele, !
enzimatica de compostos de egradacdo enzimdtica das microesferas,
microesferas para liberar todos os compostos ativos
encapsulados.

Esse efeito DDS, bioquimicamente
controlado por hidroélise enzimatica, deu
origem ao conceito "BIO-DDS" da BASF
Beauty Care Solutions...

Tempo

\
A B

m——  Sem DDS
Sem DDS controlado
=== DDS controlado, «Bio - DDS» (microesfera BASF BCS)

Materiais e Métodos

A celeridade e a intensidade da penetragdao percutanea foram comparadas, para uma solu¢ao contendo
somente vitamina C-PMg (forma livre), a outra contendo vitamina C-PMg encapsulada (Marine
Juvenium), e o objetivo era determinar as alteragdes farmacocinéticas para diferentes formas de vitamina
C-PMg.

Foram realizadas preparagdes contendo quantidades equivalentes de vitamina CPMg, com vitamina
C livre ou encapsulada. Todos os parametros destas diferentes solucdes foram mantidos idénticos,
especialmente o pH (estabilizado em um valor de 5,0). Uma terceira preparagao contendo soro fisiolégico
foi usada como controle negativo. As células de difusdo foram preparadas para cada preparagio,
utilizando uma biopsia de pele ventral de rato sem pelos. A temperatura das células foi estabilizada
a 32°C (temperatura cutanea média), por 16 horas. O soro fisiolégico foi utilizado para as camaras
doadora e receptora (figura oposta).

Apdsarenovagao fisiologica do soro, o experimento comegou com o preenchimento de camaras doadoras
com preparagdes. A medi¢do da quantidade de composto ativo que passou completamente pela bidpsia
permite avaliar a aptiddo do produto para penetrar nas camadas profundas da pele. O estudo é realizado a
cada medida (0, 2, 5,9, 24, 32 e 48 horas) (“DIFUSAQ”) (figura 1). Ap6s o estudo de difusdo, o composto
ativo é descartado, a bidpsia ¢ lavada e a solugdo tampao é renovada. A quantidade de vitamina C-PMg
liberada no buffer em 24 horas sublinha a capacidade da pele de reter temporariamente esse composto
ativo. "ARMAZENAMENTO”) (figura 2).



MARINE JUVENIUM

As amostras foram entdo analisadas sob luz UV a 299 nm. Os valores de densidade o6ptica foram
modificados de acordo com os valores obtidos pelo controle negativo. As curvas de calibragdo foram
realizadas para solugdes de vitamina C-PMg em pH 5,0 e Marine Juvenium em pH 5,0, essas curvas
permitindo determinar quantidades de vitamina C-PMg recuperada em cada amostra. Os resultados
sao relatados nos graficos a seguir. Para cada prepara¢ao estudada, os valores sdo médias dos resultados
obtidos.

Aumento do efeito reservatdrio do composto ativo da pele

Objetivo Célula de Franz
Um estudo utilizando uma célula de difusdo (célula de Biopsia
Franz) foi realizado para avaliar a capacidade da tecnologia
de encapsulamento de reduzir a taxa de penetragido da
vitamina C-PMg ou Marine Juvenium. Doador
Receptor
-o- Vitamina C-PMg livre 600.00
—=- Marine Juvenium” = vitamina C-PMg encapsulada
500.00
=~ 400.00
£ £
5 2 300.00
i:;_" ®
= © 200.00
he]
100.00
0
Vitamin C-PMg livre Marine Juvenium™
Tempo (horas)
Figura 1: Penetracao da vitamina C-PMg Figura 2: Armazenamento de vitamina C-PNg livre e
encapsulada

Quando a vitamina C-PMg é aplicada no mesmo pH (5,0) e na mesma quantidade, a penetragio total
apos 48 horas de contato diminui em cerca de 45% com o Marine Juvenium.

Conclusao

Quando a vitamina C-PMg ¢ encapsulada, com o Marine Juvenium™, a capacidade de armazenamento
das camadas superiores da pele aumenta em cerca de 190% do que se usada em forma livre. O
encapsulamento permite retardar a penetragao da vitamina C-PMg, e o efeito de armazenamento na
pele é amplamente melhorado, o que permite prever um melhor uso da vitamina C-PMg pelos tecidos
cutaneos.

Comportamento in vivo
Penetra¢iao nas camadas superiores da epiderme

O exame de decapagem por microscopia ptica mostra como as microesferas aplicadas na superficie da
pele se comportardo e permite avaliar se elas mantém sua integridade nas primeiras camadas do Stratum
corneum. O experimento é realizado com microesferas de tamanho de 25 um dispersas em um gel de
carbomero a uma concentragio de 10%. Microesferas nao danificadas podem ser observadas mesmo na
sexta remocao.




MARINE JUVENIUM

Esta observagdo mostra que o revestimento proteico marinho permite que as microesferas mantenham
sua integridade e suas propriedades durante toda a penetragao nas camadas superiores da pele.

1% decapagem Bl 2°decapagem

3"’l degapqg‘e_'ml : 4% decapagem

Liberacao enzimatica de compostos ativos: Principio

As esferas de vitamina C-PMg penetram nas diferentes camadas da pele, elas estabilizam no Stratum
corneum. A natureza colagénica das esferas de vitamina C-PMg garante que esses vetores se liguem
perfeitamente a superficie da proteina da camada insensivel da pele. Além disso, esses biovetores sao
pequenos o suficiente para permitir sua integracdo nas diferentes camadas do Stratum corneum. A
contagem bacteriana por metro quadrado foi investigada em varios estudos e, embora varia¢oes
significativas possam ser observadas dependendo da parte do corpo estudada e do sexo do sujeito, as
contagens sdo sempre altas. Um estudo de R. MARPLES (1) relata contagens médias de 710 a 3-900-
000 bactérias por cm2 em diferentes partes do corpo, incluindo a testa e o nariz. Em outro estudo,
S.GIOGILLI e colaboradores (2) relataram uma contagem média em antebracos de 14.000 a 87-000
bactérias por cm2, dependendo do tipo de pele. Esta flora bacteriana enzimaticamente rica estd em
constante atividade, combatendo lipidios da pele que sdo renovados por In vivo, uma importante flora
bacteriana esta presente na pele humana.

Esfera
aberta
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Materiais e Métodos

As microesferas de colageno marinho (1 g) sdo incubadas a 37°C com varias solugdes enzimaticas (1
ml) a pH entre 5,0 e 7,0 de acordo com o pH ideal de cada enzima enzimatica avaliada. A observagao é
realizada varias vezes a cada 24 horas com um microscépio 6ptico armado com uma camera. A evolugdo
do hidrdlise enzimatico ¢ definida pelos seguintes sinais:

- = Sem hidrdlise

+ = Inicio da hidrdlise
++ = Hidrdlise avangada
+++ = Hidrdlise total

Libera¢ao enzimatica de compostos ativos: demonstracgao

Hidrdlise enzimatica

Em geral, as enzimas da pele sdo secretadas pelos queratindcitos, em particular durante o processo de

descamacao, também sdo proporcionadas pela consideravel flora microbiana na superficie da epiderme

(3), ou sao secretadas em camadas mais profundas da derme por fibroblastos. Como exemplo, podemos

mencionar as duas enzimas mais frequentemente encontradas no Stratum corneum:

1. Enzima Triptica do Stratum Corneum (SCTE), serina protease caracteristica de descamagao (4),

2. Enzima Quimotrépica do Stratum Corneum (SCCE), outra serina protease caracteristica de
descamacao (5).

Objetivo

O objetivo do estudo é demonstrar que inumeras atividades enzimaticas sdo suscetiveis de degradar
a membrana de nossas microesferas marinhas; de fato, as proteinas constitutivas de nossas esferas e
capsulas sao sensiveis a atividade protéica de varias enzimas, cutdneas e bacterianas, garantindo uma

biodegradabilidade, qualquer que seja o tipo de pele.

Resultados - Conclusio
Controle visual da degradagdo das microesferas de colageno marinho encapsulando um composto ativo
hidrossolavel na presenga de enzimas.

© BASF BCS

Inicio do experimento T =1 hora

Microesfera a base Atividade enzimatica presente

AR EEREE (Origem) de colageno marinho naturalmente na epiderme
Catepsina D (Bovine spleen) +t SIM
Catespina B (Bovine spleen) + SIM
Tripsina (Bovine pancras) +t SIM
Quimotripsina (Bovine pancras) +t SIM
Endoproteinase (Staphyl. aureus) + SIM
Nenhuma protease especifica (Streptomyces griseus) +HE SIM
Protease de termolisina (Bacil. thermoproteolyticus) +ht SIM

Numerosas atividades enzimaticas sao suscetiveis a degradar a membrana das microesferas de colageno
marinho, o que permite uma liberagdo duradoura de compostos ativos.
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Materiais e Métodos

No presente experimento, a pele dorsal de ratos (machos WISTAR) foi tratada com uma emulsdo de
agua em Oleo, usando 6leo de vaselina viscoso como fase oleosa e qualquer uma das seguintes solugdes
como fase aquosa:

« Mistura de colageno/glicosaminoglicano contendo acido paraaminobenzoico radioativo (PABA)

» Microesferas de coldgeno contendo PABA (tamanho médio: 50 pm)

Aposaaplicagdo dos produtos testados em uma superficie constante, a liberagao do PABA foi monitorada
através da medicao da radioatividade encontrada nos urindis coletados diariamente de cada animal.
Para cada uma das duas solugdes acima, dois ratos foram tratados com 0,3 g de emulsdo, mostrando
radioatividade especifica proxima a 3 106 cpm/g para a solugdo de colageno/glicosaminoglicana e para
as microesferas de colageno.

Testes de objetivacao: liberagao in vivo de uma substancia encapsulada

Os resultados mais convincentes dos testes de objetivacdo obtidos com os biovetores sdo inegavelmente
aqueles relacionados a modificagdo in vivo da distribuicdo de compostos ativos, no que diz respeito ao
espaco e ao tempo. Essa modificacdo pode estar relacionada ao tamanho dos biovetores, permitindo
que sejam transportados especificamente para certas partes do corpo (sistema reticuloendotelial,
tecido hepatico), mas também pode estar relacionada ao papel de reservatorios reais que poderiam ser
realmente desempenhados por biovetores.

No ultimo caso, a liberagdo sustentada do composto ativo pode aumentar a biodisponibilidade do
composto ativo, aumentar a assimilagdo e permitir uma excre¢do mais progressiva dos produtos
metabolizados.

O estudo comparativo descrito nos permitiu avaliar a presenca e a intensidade do efeito BIO-DDS obtido
com as microesferas de colageno da BASF Beauty Care Solutions. Este método pode ser adaptado ao
BASF Beauty Care Solutions Vectorized 7-DHC.

Resultados
Apos a aplicagdo do composto radioativo, encapsulado ou nio, a radioatividade foi medida todos os dias
nas urinas de ratos. A Figura 3 mostra as curvas obtidas plotando as mudangas na radioatividade em
tempo real.

Os valores mostrados neste grafico representam a radioatividade medida nas urinas com referéncia a
radioatividade total encontrada nas urinas e na pele. Essa radioatividade total foi avaliada apds 17 dias
de medig¢oes e apds o sacrificio dos animais.

= Composto ativo 254
30 ndo encapsulado W Composto ativo nao
encapsulado
20 M Composto ativo
25 = Composto ativo encapsulado em
encapsulado em microesferas de
< microesferas de < colageno
< 20 colageno ; 15 4
(7]
Ee] o
S ©
2 2
s 1 S
2 =]
E | R
E 10 Bio-DDS b
& o
5 5
0 0
0 2 4 6 i
. WISTAR HAIRLESS
Tempo (dias) Tipo de rato
Figura 3: Composto ativo encontrado na urina Figura 4: Radioatividade encontrada na pele de ratos apos
vs tempo 17 dias
(% da radioatividade total recuperada (% da radioatividade total recuperada na pele
na pele e na urina) € na urina)




A Figura 3 mostra o efeito de liberagdo sustentada das microesferas de colageno na liberagao do PABA.
A alta taxa de relocagao observada com a solugdo de colageno/glicosaminoglicano durante os primeiros
dias do experimento ¢ diminuida nas microesferas de colageno. O PABA ¢é excretado muito mais
lentamente quando encapsulado em microesferas de colageno.

17 dias apds o tratamento, os ratos foram abatidos, os adesivos de pele testados foram hidrolisados e a sua
radioatividade testada. Nossos resultados sao mostrados na Figura 4. Eles mostram que a radioatividade
nos tecidos da pele é baixa (perto de 4%) quando o PABA nao estd encapsulado e muito maior (quase
10%) quando sdo utilizadas microesferas de colageno.

Essa diferenca acentuada foi bastante confirmada em outro experimento, em que ratos machos sem
pelos foram usados para o mesmo tipo de experimento.

Conclusdes

o A taxa de excrecdo da radioatividade encontrada nas urinas estava diretamente relacionada a taxa
de absorgdo cutdnea; qualquer atraso na excre¢ao pode, portanto, ser considerado como um efeito
da capacidade de liberacao sustentada das esferas que contém o elemento radioativo. Este efeito de
liberagao retardada ou Bio-DDS observado in vivo no rato é bem marcado usando microesferas de
colageno de 50 um de tamanho.

o Aradioatividade medida nos tecidos da pele apds a aplicagdo de um elemento radioativo, encapsulado
ou nao, ¢ uma medida da biodisponibilidade desse elemento, isto é, sua capacidade de ser usada no
sistema metabdlico da pele. Apos a aplicagdo de uma dose excessiva de PABA, a excre¢do é muito
rapida, porque os tecidos da pele podem aceitar apenas uma pequena fra¢do do elemento aplicado.
Ao usar microesferas de colageno, a liberagao progressiva de PABA ¢é observada e, portanto, maiores
quantidades de PABA podem ser metabolizadas pelos tecidos da pele.

Portanto, quando o tamanho das esferas é pequeno o suficiente para impedir sua ruptura quando
aplicado (did@metro menor que 100 pum), as microesferas de colageno tornam possivel melhorar a
biodisponibilidade de compostos cosméticos e atingir o objetivo do efeito Bio-DDS.

Vitamina C

Acido l-ascérbico é uma vitamina - um elemento vital nas dietas - porque nio é sintetizada naturalmente
pelo corpo humano. Geralmente é chamado de vitamina C e tem sido amplamente utilizado para
combater o escorbuto.

O escorbuto ¢ causado por uma dieta carente de legumes frescos. Os principais sintomas desta doenca
sao a degeneracdo do tecido conjuntivo devido a falta de sintese de colageno.

Na pele, isso leva a cicatrizagdo defeituosa da ferida e em outros locais a fraturas dsseas e hemorragia
espontanea.

Uma deficiéncia menos grave de vitamina C induz modifica¢des na estrutura dos tecidos conjuntivos e
pode diminuir a resisténcia do corpo humano a algumas infecgoes.

Avitamina Céum fator nometabolismodoacidofdlicoenabiossintese de colageno e flucocorticosterdides.
E amplamente utilizado na medicina para combater infeccdes e alergias.

A vitamina C ¢é solivel em agua. Na sua forma reduzida, em combina¢ao com seu derivado oxidado -
acido desidroascorbico - € um reagente nas reagdes redox.
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Quando usada na pele, a vitamina C:

o tem um efeito luminosidade, previne e atenua manchas marrons,

+ desenvolve uma atividade anti-radical eliminando radicais livres derivados de oxigénio,
« previne os danos causados pela radiagao ultravioleta,

 estimula a sintese de coldgeno.

No entanto, em sua forma normal, este composto altamente eficaz ndo pode ser usado em cosméticos.
Isso ocorre porque as moléculas de vitamina C sdo soliveis em agua - o que impede que sejam absorvidas
pela pele.

Por ser um poderoso agente redutor, ndo pode ser utilizado em formulagdes cosméticas, pois sua rapida
oxidagao gera derivados e gases inertes e coloridos. Para ampliar o campo de aplicagdo da vitamina C,
uma gama de derivados do dcido L-ascérbico foi sintetizada. O derivado mais adequado para uso em
cosméticos é o L-ascorbil 2-fosfato de magnésio.

qH OH Acido L-ascérbico ou
! vitamina C (forma

HO —C—H reduzida)
| O\
t—c H,OH
A ) Aci
HO \OH q» Acido

HO —C—H desidroascorbico
O (forma oxidada)

-H
Presenca de uma funcdo \ N | \
» d / C=O

oxiddvel do enediol: dois

dtomos de carbono com ligacdo ' \C C/
dupla, cada um dos quais estd Z A
conectado ao grupo hidroxila 0 0

Reacdo redox mostrando o mecanismo da

atividade da vitamina C

Vitamina C, nutriente indispensavel, é encontrado em vegetais e frutas frescas, particularmente tomates,
frutas citricas, kiwis, salsa.

Vitamina C-PMg: 2-Fosfato de magnésio e L-ascorbilo

Interesse cosmético:

« em comparagao com o acido ascorbico, é uma molécula estabilizada,
« em meio aquoso, sua solubilidade ¢ boa,

« ¢ facilmente absorvido pela pele,
« as fosfatases cutaneas reagem com as moléculas para ?HZOH
liberar vitamina C que a pele pode usar. HO-C-H
0o
Ao usar esse derivado, as preparagdes cosméticas podem (!/ \C=O
aproveitar algumas das atividades bioldgicas bem t——C 7
conhecidas da vitamina C. No entanto, a molécula de 0_/ . "
N < 8 . OPO,", 3/2 Mg
vitamina C-PMg ndo tem agdo redutora e essa propriedade
é necessaria para classificar algumas das fungdes bioldgicas Vitamina C-PMg ou L-Ascorbil 2-
da vitamina C. E, de fato, uma “pré-vitamina-C” que deve ~ Fosfato de Magnésio

ser convertida em uma forma biologicamente ativa.
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Conversio de 2-fosfato de magnésio L-ascorbil em acido L-ascérbico

A pele contém fosfatases acidas que hidrolisam a vitamina C-PMg, liberando assim o acido Lascérbico
nos tecidos da pele. Foi demonstrado que a aplicagdo de vitamina CPMg na pele de porquinhos da india
com deficiéncia de vitamina C cura o escorbuto. No entanto, o uso de vitamina C-PMg em preparagdes
cosmeéticas é frequentemente problematico, pois perturba um grande numero de ingredientes cosméticos.

Na faixa de valores cosméticos de pH, a vitamina

C-PMg tem uma tendéncia a precipitar e formar
cristais em forma de estrela extremamente duros, que
podem atingir varios microns com uma "sensagao de
pele" que ndo é compativel com produtos cosméticos.
Esse problema ¢ particularmente critico em
aplicagdes de clareamento, possivelmente exigindo
concentracoes de até 3%. <« 200 pm —4
Em alta concentragao, a vitamina C-PMg precipita e
forma cristais em forma de estrela muito duros.

Encapsular vitamina C-PMg ¢ uma extensdo
particularmente significativa da vitamina C e abre

caminho para um campo muito mais amplo de
aplicagoes e inovagdes em cosméticos.

Propriedades
Encapsulamento da vitamina C-PMg nas esferas colagénicas tem grandes beneficios:

Ao preparar formulagaes:

o A supressao das interagdes da vitamina C-PMg com outros ingredientes da féormula facilita a

preparagao,

A estabilidade da vitamina C-PMg é aprimorada por:

proteccdo da molécula completa do ambiente (agentes oxidantes em particular),

interagdes com os polimeros bioldgicos, o que diminui os riscos de hidrdlise.

o Formulas estaveis com valor de pH adequado para aplicagdes cosméticas (pH de 5 a 6) e altas
concentragdes de vitamina C-PMg (de aproximadamente 3%),

« Maior resisténcia das formulagoes a fatores de degradacido (calor, luz, ar...) afetando a molécula de
vitamina C-PMg altamente sensivel.

DO = e

Para atividade:

« Liberagdo progressivaaolongo dotempo, garantindo uma extensio davidaefetivado ingrediente ativo
e, portanto, otimizando sua atividade: para uma dada concentragéo, o ingrediente ativo encapsulado
tem um efeito maior que um ingrediente ativo
livre @ medida que sua biodisponibilidade é
aumentada.

Encapsular a vitamina C-PMg em microesferas
biodegradaveis amplia as possibilidades de aplicagdes
cosméticas desse ingrediente ativo altamente eficaz.




Aplicagao cosmética

O encapsulamento de vitamina C-PMg em microesferas marinhas (Marine Juvenium™) é um conceito
inovador nascido da pesquisa da BASF Beauty Care Solutions. Este novo conceito permite que os tecidos
cuténeos se beneficiem do efeito indispensavel do acido ascdrbico.

O uso do Marine Juvenium em férmulas cosméticas ¢ uma maneira particularmente significativa de
combater os efeitos do envelhecimento:

o Redugdo de manchas marrons,

« Atividade anti-radical,

« Protecao solar,

« Prevencio e redugdo do aparecimento de rugas.

1) Efeito luminosidade

Processo de pigmentagao

A pigmentagdo da pele é produzida pela melanina. O processo que cria a melanina é chamado de
melanogénese. Isso ocorre dentro de uma glandula unicelular, ou seja, o melandcito. Esta célula produz
melanossomas que contém todo o equipamento necessario para produzir melanina. Os melanossomas
sdo transportados pelos dendritos dos melandcitos para os queratindcitos da epiderme. A tirosinase
desempenha um papel fundamental na melanogénese, pois é o catalisador da primeira fase de oxidagéo,
convertendo a tirosina em DOPA (dihidroxifenilalanina) e depois a DOPA em dopaquinona.

Queratinocitos

Vesicula
intermediaria

Extensao
citoplasmatica

Queratindcitos

CORPO MUCOSO

CAMADA GERMINATIVA!

Pré-melanosoma
MEMBRANA BASAL nao melanizado (A)
Granulos de

Pré-melanosoma

MELANOCITO melanina : _
Reticulo endoplasmatico parcialmente melanizado (B)
Melanocito na camada basal da Ergastoplasma Melanosoma (C)
epiderme com sua extensao em Diferentes estruturas do melandcito
contato com queratindcitos implicadas na formacao do

adjacentes melanosoma
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A bioquimica da melanogénese

CHp
D/ \
/CH - COCH

HO HoN
A
s
'
Tyrosinase
\

Tyrosine

A\
o CH
/CH - COCH
0 HoN

Dopaquinone

0
N
(@] N\
H

Dopacromo vermelho

O
Ty
o] N\
H

Indol-quinona amarela

Melanoproteinas

(Oxidacao)

CHs
CH - COOH
HsN
DOPA
Di-hidroxifenilalanina

(Oxidacao)

(Ciclizacao)
HO
AN
COQH

HO N\

H
Leucodopachrome
HO
HO N\

H

ihydroxyindole

i@:;[ B
jees

|
Melaninas

(Oxidacao)

/N7

(Descarboxilagao)

(Oxidacao)

I\

(Polimerizagao)

+ Proteinas

\/

Inibi¢ao da atividade da tirosinase purificada

(% de inibicdo da tirosinase)

0.00001% 0.0001% 0.001% 0.01%  0,1%
Concentragdo de vitamina C-PMg

1%

A quantidade de melanina sintetizada in vitro
na presenca de tirosina, DOPA e tirosinase
purificada é medida em fung¢do da quantidade
de vitamina C-PMg adicionada ao meio reativo.
O grafico ao lado demonstra o efeito inibidor
pronunciado da vitamina C-PMg na atividade
da tirosinase. Este efeito também ocorre em
concentragdes mais baixas - 0,001% da vitamina
CPMg inibe 33 + 5% da atividade da tirosinase.
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Inibi¢ao da atividade da tirosinase em extratos celulares de melanocitos de camundongos

100

I m Neste modelo experimental, a atividade da

1 tirosinase também ¢ inibida pela vitamina

60 C-PMg. O fendmeno ja observado para
- ‘

concentracdes fracas (0,01%) atinge niveis
elevados quando a concentragdo é aumentada:
inibi¢do de 92 + 2% para uma concentragdo de
vitamina C-PMg de 0,1%.

40

20 A

(% de inibi¢do da tirosinase)

-20 4

-40 T T T
0.001% 0.01% 0,1% 1%

Concentracao de vitamina C-PMg

Inibicao da atividade da tirosinase em extratos celulares de melandcitos humanos

Quando adicionado a culturas de células de 60
melanécitos de origem humana, a vitamina - —
C-PMg também inibe a atividade da tirosinase. £ .
O efeito observado ¢ extremamente significativo S 1
. ~ S 30
porque atinge 48 + 5% para uma concentragao 8
. . ] ]
de vitamina C-PMg de 1%. g2
1} = |
Z\E 10 4 _|I
Em conclusao, os estudos realizados in vitro por 0 : . : :
Tagawa et al. (7) demonstram: 10 ‘ ‘ ‘
0.001% 0.01% 0,1% 1%
Concentracgdo de vitamina C-PMg

 os efeitos inibitdrios da vitamina C-PMg na
atividade da tirosinase, independentemente
do modelo experimental considerado,

o a necessidade de uma quantidade maior de vitamina C-PMg para inibir a tirosinase presente nos
extratos celulares e nas células cultivadas do que apenas na tirosinase purificada, indicando que os
componentes celulares e as membranas celulares tém um efeito protetor em rela¢do a tirosinase.

Efeito luminosidade

Muitos estudos in vivo demonstram a eficicia de cosméticos contendo derivados da vitamina C na
supressao da pigmenta¢do em casos como sardas, cloasma, manchas de envelhecimento, melanose de
Riehl ... Em particular, os trabalhos de Takenouchi et al. (8,9) forneceram os seguintes resultados:

Pigmentacgdo artificial minosidade
A aplicagdo de um produto contendo um derivado 3 -
de vitamina C (uma vez por dia durante 80 dias)
a voluntarios submetidos a irradiagio com UVA
induziu perda gradual de pigmentacao. Os resultados 1

No irradiated (UV)

Irradiated (UV) + treated with Vit. C-PMg

30 Control group
sdo mostrados no grafico ao lado. Em comparagao,
a administragdo oral de 1000 a 2000 mg de acido
ascorbico por dia é menos eficaz na redugdo da - .
pigmentacao do que o tratamento tépico. B0 0 30 s 0%

A luminosidade da pele é medida usando um
fotometro refletivo e expressa em porcentagem.
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Outros tipos de pigmentagdo:
Cloasma

A figura abaixo mostra o efeito de redugdo de pigmentagdo observado apds o tratamento, aplicando
uma pomada que contém 3% de fosfato de magnésio ascor-byl (18 pacientes) ou ingestdo oral de 1-000
a 2 000 mg de acido ascorbico (22 pacientes). Este estudo mostra uma melhor eficiéncia no tratamento
topico do que no tratamento oral.

Luminosidade

Melanose de Riehl 7 = o
O mesmo tipo de estudo foi realizado em pacientes | . ...~ =~
que sofrem de melanosas de Riehl. Os resultados do N

tratamento com vitamina C (aplicagdo topica ou ingestao 30 -
oral) podem ser comparados com os obtidos nos cloasmas,
embora sejam ligeiramente menos eficazes na restaura¢ao
da colora¢ao normal da pele. ' ' ' T M '

A luminosidade da pele normal

Z -
5 é de 34,9% nas mulheres

0 6 12 24
| més 1
verao verao

A diferenca no brilho de um ponto pigmentado e de
uma area adjacente normal é de 5%, isto &, um
aumento de 5% na luminosidade corresponde a
restauracao da coloracao normal da pele.

Materiais e Métodos
O efeito da preparagido foi quantificado usando um estudo histoquimico da atividade da tirosinase na
epiderme caudal apds reagdo com L-DOPA.

Produtos testados

Trés preparagdes foram testadas, contendo:

o 0,3% de vitamina C-PMg livre,

e 0,3% de vitamina C-PMg encapsulada em esféricas colagénicas,
e 3% de vitamina C-PMg livre.

Condig¢oes experimentais

A experiéncia foi realizada em camundongos machos C3H divididos em grupos de 10 animais.As
aplicagoes das preparacdes e exposi¢oes aos raios UV foram aplicadas por 44 dias consecutivos na
cauda. Apos o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados, a epiderme caudal foi removida e
preparada para estudo histoquimico.

Efeito inibitdrio da vitamina C-PMg encapsulada na atividade da tirosinase
Objetivo

O método visa a determinacao do efeito inibitério de preparagdes topicas na epiderme da cauda,
consecutivas a exposi¢ao a radiagdo UV, em camundongos pigmentados.

Resultados 50

O efeito das preparagdes ¢ expresso como porcentagem de €

inibido da tirosinase (grafico abaixo). Para preparagdes £z *

contendo 0,3% de vitamina CPMg, os resultados demonstram £ §

um efeito inibitério 4 vezes maior de vitamina C-PMg 33 9%
encapsulada (30%) em comparagdo com a forma livre (8,3%). E § 20

As preparacdes contendo 3% de vitamina C-PMg livre ndo  $%

induzem um nivel de inibi¢do proporcional (45,8%). E de = " 8%

notar que a preparagdo ¢ bastante dificil de formular quanto 0 J

a formagio de emulsio, sua estabilidade e riscos de irritacio vt Comg e e G
devido ao pH alcalino necessério. fivre encapsulada livre




Conclusao
O encapsulamento de vitamina C-PMg nas esferas da BASF Beauty Care Solutions é acompanhado por
uma atividade altamente aumentada. Algumas hipéteses podem explicar esses resultados:

« o ingrediente ativo encapsulado, protegido na férmula e na pele, mantém seu efeito maximo,

« as esferas constituem um veiculo que mantém o ingrediente ativo no local das camadas epidérmicas
superficiais, liberando-o continuamente, produzindo um efeito duradouro e finalmente otimizando
sua efetividade (consulte a pagina de teste 6).

2) Eliminador de radicais livres e agente de protegao solar
Atividade anti-radical

Os radicais livres sdo moléculas ou dtomos com um elétron solitdrio simbolizado por um ponto
(exemplo: R «). Eles podem ser de origem endoégena, produzidos pelo metabolismo oxidativo ou de
origem exdgena, gerados pelo ambiente, sol, polui¢do, luz artificial, fumaga de cigarro etc.

Os radicais livres sdo geralmente apresentados como tipos quimicos altamente reativos, capazes de
destruir qualquer estrutura bioldgica com intensa eficacia.

De fato, esse esteredtipo é errdneo, pois existem radicais livres destrutivos instaveis e radicais livres
protetores estaveis com o poder de inibir os efeitos do radical instavel.

Os radicais livres instaveis sdo altamente reativos e induzem modificagdes irreversiveis as moléculas
bioldgicas.

Todas as moléculas bioldgicas - proteinas, polissacarideos, lipidios e dcidos nucléicos - sdo sensiveis a
acdo dos radicais livres. As modifica¢des causadas nas células-toupeira - como corte, polimerizagio e
peroxidagdo - levam a perdas funcionais nas células e na matriz extracelular que, por sua vez, levam ao
mau funcionamento dos 6rgaos e do organismo em geral.

Os radicais livres sdo fatores importantes no envelhecimento.

Na pele, os radicais livres atacam as fibras de elastina e coldgeno, modificando o cddigo genético e
as membranas celulares. Eles causam envelhecimento prematuro da pele, induzindo rugas, manchas
marrons e até canceres da pele, acumulando seu efeito com o envelhecimento genético, que eles aceleram.

Por esse motivo, qualquer tentativa de combater os efeitos do envelhecimento deve incluir o uso de
ingredientes ativos desenvolvidos para combater os radicais livres.

E por isso que os radicais protetores sdo tdo tteis. Eles sio produzidos por moléculas com ligagdes de
ligagdo dupla combinadas (ou seja, ligagoes duplas separadas por ligagdes simples), que formam um
territorio molecular no qual o movimento de elétrons solitarios é confinado, permitindo que ele fique
preso.

Os radicais livres sdo altamente Durante esta rea¢do, um novo radi-
reativos: prendem elétrons de cal livre é criado. Seu elétron solita-
outras moléculas para empare- RH + OH’ R* +H,0 rio orbita um dtomo de carbono. Este
lhar com seu elétron solitario. —_—> radical entdo retera um atomo de hi-
. Radicais hidroxila Radical . .
Mais frequentemente, a captu- com uma vida il organico drogénio de outra molécula e criara
ra de elétrons é acompanhada de: 10" segundos outro novo radical. Por esse motivo,
pela captura de um atomo de a aparéncia de um radical livre geral-
hidrogénio de fora da estrutura mente causa uma cadeia de reagdes

organica: radicais.
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A vitamina C é um agente de quebra de cadeia radical extremamente eficaz.

O confinamento garante que o radical reaja mais
lentamente com as moléculas circundantes: esse tipo
de estabilizagdao é chamado estabilizagdo ressonante
do elétron solitario. Pode ser extremamente eficaz
quando vérios carbonos estdo envolvidos. E o caso
da vitamina C, que se torna o radical ascorbil com
uma vida util de varias horas, quando entra em
contato com radicais livres mais reativos e instaveis
(Figura ao lado). A reatividade do radical ascorbil é
baixa e inofensiva para as estruturas bioldgicas.

Protecao solar

A implicagdo dos radicais livres de oxigénio nos
danos cutéaneos do sol esta agora bem documentada.
Em resposta a exposi¢ao aguda aos raios UV, o
sistema de protecdo antioxidante nativo da pele
quebra sob essa "foto-agressao".

Trabalhos muito sérios sobre o efeito tdpico
do vitamina C no dano induzido pela radiagdo
ultravioleta foram realizados por Darr et al., na pele
de suinos.

Este estudo mostra principalmente que:

o« Ha uma deplecdo dramatica da vitamina C
tecidual consecutiva a irradiacao com UVB,

« A vitamina C aplicada topicamente ¢ eficaz na
prevengdo de danos mediados por UVB e UVA,
conforme quantitativamente determinado pela
contagem de células de queimaduras solares
(estudo histologico) e avaliagdo do eritema
(velocimetria com laser-Doppler). Presume-
se que o(s) mecanismo(s) dessa protecao seja
devido ao seu status antioxidante.

3) Sintese de matriz extracelular e vitamina C

Anion radical ascorbil
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O tecido conjuntivo é constituido por uma complexa rede de macromoléculas que engloba células,
principalmente fibroblastos, e contém glicosaminoglicanos e proteinas (colageno, elastina, fibronectina).
A espessura da derme é determinada pelas fibras de colageno que compdem a estrutura do tecido
conjuntivo, enquanto a elasticidade é determinada pela elastina.

Os glicosaminoglicanos formam uma substancia basica altamente hidratada parecendo um gel.
Condigdes patoldgicas devido a deficiéncia de acido ascérbico - como o escorbuto - levam a grandes
alteragdes no tecido conjuntivo. A arquitetura da rede colagénica é particularmente degradada, pois o
acido ascorbico ¢ um fator em dois niveis distintos de biossintese do colageno.
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Acido ascorbico, cofator de enzimas

A moléculabasica do colageno é o tropocoldgeno. Essa molécula é composta de trés cadeias polipeptidicas
(cadeias alfa) enroladas em uma hélice tripla. As moléculas de tropocolageno sao excretadas no meio
extracelular e combinam-se formando ligagdes cruzadas intra e intermoleculares para produzir fibrilas,
fibras e feixes de fibras.

Durante a fase celular da produgdo de coldgeno, alguns aminoacidos sofrem modificagdes
péstranscricionais que sdo vitais para a formagdo de colageno normal e funcional.

Em particular, a prolina (um aminoacido abundante do colageno) é hidroxilada pela prolil-hidroxilase.
Essa conversdo é essencial para a estabilidade estrutural da hélice tripla e para a secre¢ao de colageno no
meio extracelular. A lisina é hidroxilada em hidroxilisina, catalisada pela lisil-hidroxilase.

A hidroxilisina formada dessa maneira desempenha um papel na formagdo das ligagdes cruzadas que
determinam a estabilidade das estruturas moleculares (fibrilas, fibras, feixes de fibras) que compoem o

colageno.

As moléculas de colageno sao sintetizadas pelos fibroblastos da pele.

P

Ly

Vitamina C

- Prolina

Vitamina C - Lisina

Foi demonstrado claramente que a vitamina C é um
cofator das enzimas prolil e lisil-hidroxilase e que, nessa
extensdo, é um componente essencial na estrutura e
funcionalidade do tecido conjuntivo.

As cadeias a se combinam para formar uma hélice
tripla antes da excrecdo na matriz extracelular
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O dcido ascérbico estimula a sintese de colageno

Oacido escorbico é um cofator enzimatico que estimula a sintese de colageno in vitro. A adi¢ao de acido
ascorbico de 30 pm a uma cultura de fibroblastos da pele humana multiplica a taxa na qual o coldgeno
¢ sintetizado por um fator de 5, sem efeito negativo na sintese de outras proteinas.

Sem acido ascdrbico, o colageno representa 9% das proteinas sintetizadas pelas células. Com acido
ascorbico, o teor de colageno pode exceder 30%. As medidas quantitativas do RNA messenger (RNAm)
demonstram:

« oaumento do RNAm que codifica o coldgeno na presenga de acido ascorbico,
« aauséncia de efeito do acido ascorbico na sintese do RNA que codifica proteinas nao colagenas.

Mais pesquisas sdo necessarias para determinar se o estimulo observado ¢ devido a modificagdes
transcricionais, modifica¢des de tradugdao ou maior estabilidade do RNAm. O mesmo tipo de medigoes
foi implementado usando 2-fosfato de magnésio ascorbil para prolongar o efeito do acido ascérbico - que
¢ fragil. Essas investigagdes deram resultados semelhantes, mas o ascorbil 2-fosfato de magnésio é muito
mais estavel em solugdo, por isso atua por um periodo mais longo do que a vitamina C. Hata e Senoo
observaram a estimula¢do da sintese de coldgeno e um aumento na quantidade de glicosaminoglicanos
sulfatados, constituintes basicos da matriz extracelular.

O efeito estimulante do acido ascdrbico foi investigado usando um protocolo diferente: os pesquisadores
usaram fibroblastos da pele humana de doadores de diferentes idades.

Os resultados apresentados na W Com écido ascérbico

figura acima mostram que: 60 W Sem acido ascorbico

o sem acido ascérbico, a taxa na
qual o colageno ¢ sintetizado
diminui com a idade,

e com acido ascorbico, todos os
fibroblastos sdo estimulados,

independentemente da idade
do doador.

50
40

%LLI-LL

Feto Infantil 11 anos 26 anos 35 anos

% de colageno sintetizado

O acido ascdrbico estimula a proliferagio de fibroblastos
O acido ascorbico tem viérias atividades essenciais nos tecidos conjuntivos, como a pele. Além dos efeitos

acima, ele tem uma agdo estimulante
sobre a proliferacdo de fibroblastos in 500
vitro. 400
<

L . & 300
Este efeito é amplamente descrito g
na literatura. Estudos recentes ; 200
demonstram que derivados como £ 100
a vitamina C-PMg tém um efeito
semelhante (grafico oposto). Vale 0

(g p ) . Sem acido 0,1 mM 0,1 mM

a pena notar que o efeito do 4cido ascorbico 4cido ascorbico  vitamin C-PMg
ascorbico é temporario devido a
gri\ngl.;:. zlstabihdade , d? m;l.eaﬁa Efeito do acido ascorbico e vitamina C-PMg na proliferacao
solubrizada. Pe o,cont‘rarlo, oe eltf’ 4 | de fibroblastos da pele humana em cultura
vitamina C-PMg ¢ muito mais durdvel.




Colageno e envelhecimento

2,5+ Espessura da camada

de pele mm
2,04~
1,5-
Homens
Amostragem
1,0- e . total
: - <«— Mulheres
0,5 +—r—————————r
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Obtido de BRANCHET et al., 1990
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Um dos sintomas do envelhecimento ¢ a
atrofia progressiva do tecido conjuntivo
cutaneo. Esse processo leva ao aparecimento
e multiplicagio de rugas devido a uma
diminui¢do na capacidade dos fibroblastos
de proliferar e sintetizar componentes da
matriz. Estudos recentes demonstraram
que a diminui¢do da espessura da pele em
humanos é de aproximadamente 6% a cada
10 anos, apesar das consideraveis variagdes
individuais que provavelmente sdo genéticas
(Figura oposta).

Principalmente, esse fenomeno corresponde

Colageno pg/mm?

aumareducdo drastica de 65% na quantidade 5,0
de colageno entre as idades de 20 e 80 4,54
anos (figura oposta). Consequentemente, 4.04
a estimulagio da atividade celular 3’5_
biossintética é um fator chave no combate ’
aos efeitos do envelhecimento. A vitamina 3,01
C-PMg encapsulada, que estimula a sintese 2,54
de colageno, é uma arma vital nessa luta. 2,0-
Além disso, este tratamento compensa a 1,5
deficiéncia fisiologica do 4cido ascorbico, 20

que é outro sintoma do envelhecimento.

30 40 50 60 70 80 idade

Propriedades fisico-quimicas

Obtido de BRANCHET et al."?, 1991

Aparéncia: liquido X aporoso
Cor: branco a amarelo
pH:6.2/8

Tamanho de particula: 20 a 80
Viscosidade (cP): 400 / 800
Teor residuo seco (%): 2.4/ 6.9
Cinzas (%): 0.5/ 1.1

Vitamina C (%): 0.86 / 1.56

Concentragao usual
3,0%

Conclusao

Ha muito tempo, as vitaminas fazem parte de produtos cosméticos. Esses elementos vitais saio bem

conhecidos e a analogia com a industria de alimentos
tonificam e vitalizam a pele e todo o corpo.

7

é comumente usada. As vitaminas nutrem,

Uma vez ingredientes secunddrios, hoje as vitaminas sdo descobertas como principais ativos com
propriedades fundamentais contra o envelhecimento cutdneo. No entanto, a atividade farmacolégica das
vitaminas nao é dissociavel ou a composi¢ao do veiculo. A biodisponibilidade da pele é o elemento chave

para a eficacia clinica.
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A BASF Beauty Care Solutions, especialista lider em vetorizacdo, agora d4 uma nova dimensao as
vitaminas com diferentes técnicas de microencapsulagdo. Gragas a sua experiéncia em tecnologias
de encapsulamento, a BASF Beauty Care Solutions desenvolveu um sistema especifico de entrega de
medicamentos bioldgicos baseado em compostos naturais totalmente biocompativeis e biodegradaveis.

Com base nessas tecnologias de encapsulamento, a vitamina C-PMg é protegida de qualquer composto
reativo, na formula¢do e também em aplicagdes cosméticas. Sua biodisponibilidade é aumentada e sua
atividade na pele é otimizada, em alta concentragao.
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