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EPIGRAFE

"O individuo com discromia pode apresentar dificuldades de interacao
social em diversos contextos, em virtude da reacdo negativa dos outros a
aparéncia inestética da pele. Avaliar e tratar corretamente é fundamental, pois
somente dessa forma os resultados clinicos se fardo presentes e a nossa

dedicacao a essa area sera devidamente justificada”.

Dr. Jodo Tassinary



RESUMO

GOELZER NETO, Claudio Fernando. Estudos da casca de jabuticaba:
extrato, emulsdo e potencial antimelanogénico. 132 f. Tese (Doutorado em
Envelhecimento Humano) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2024.

O melasma € uma hiperpigmentacao cronica da pele que afeta a estética e a
qualidade de vida das pessoas. Os ativos de tratamento conhecidos ndo séo
totalmente eficazes, pois ha recorréncia das lesbes. Assim, extratos vegetais
capazes de inibir a acdo da tirosinase, enzima responséavel pela melanogénese,
podem ser uma nova alternativa. As cascas da jabuticaba (Plynia sp.) sdo ricas
em compostos fendlicos, como antocianinas, acido elagico (AE) e outros, que
desencadeiam atividade anti tirosinase. O objetivo geral foi produzir e avaliar in
vitro emulsdes contendo extrato da casca da jabuticaba e acido azeléico (AA)
guanto ao seu potencial antimelanogénico. Os frutos da jabuticaba foram
colhidos, a casca separada, seca, moida e congelada. Com as cascas se produziu
0 extrato da jabuticaba liofilizado. Foram realizados os ensaios para determinacéo
de polifendis, antocianinas, flavonoides, quantidade de AE, atividade
antioxidante, solubilidade e viabilidade celular/citotoxicidade da casca e do
extrato da casca da jabuticaba liofilizado. Ap6s o preparo e a caracterizagao
fitoquimica do extrato, quatro emulsbes Oleo em agua (NAAJ: extrato da
jabuticaba e AA + turbo agitacédo; FAAJ: extrato da jabuticaba e AA, sem turbo
agitacao; NAAAE: AA e AE isolados, sem turbo agitacdo; NAAA: AAisolado, sem
turbo agitacdo), foram preparadas e caracterizadas quanto ao tamanho médio
das particulas, indice de polidispersédo (PDI) e potencial zeta. Todas as amostras
foram submetidas aos ensaios de inibicdo da tirosinase de cogumelo, quelagao
dos ions cobre, atividade antioxidante e potencial clareador em células de
melanoma B16F10 para avaliacdo do potencial antimelanogénico. Os dados
foram avaliados estatisticamente. O extrato da casca da jabuticaba liofilizado
apresentou os maiores teores de polifendis (817,65 mg Eq. AG/100 g ES),
antocianinas (22,82 mg Eg. Cianidina/100 g ES), flavonoides (420,94 mg Eq.
Quercetina/100 g ES) e AE (61,50 g/100 g ES) quando comparado com a casca
da jabuticaba, além de ter apresentado uma solubilidade em agua 15 vezes
maior que a casca (125,8 mg/mL). A atividade antioxidante do extrato liofilizado
(2031,44 mg Eq. Vit C/100 g ES) foi menor que a da casca, devido principalmente
o tempo decorrido entre a colheita da fruta até o preparo do extrato e sua anélise.
Pelo ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade se determinou que as
concentracbes do extrato da casca da jabuticaba liofilizado utilizadas em
formulacbes cosméticas devem ser inferiores a 2 mg/mL. Os tamanhos médios
de particulas das formulacfes variaram de 295,20 a 630,50 nm, mantendo-se na
faixa nanométrica, o que favorece a acdo e permeacéo tecidual. O PDI variou de
0,1 a 1,0. O potencial zeta variou de -6,82 a +2,02 mV. O extrato da casca da
jabuticaba destacou-se nos ensaios de inibicdo da tirosinase de cogumelo e
atividade antioxidante, superando os ativos inibitorios classicos. A formulacéo
NAAA mostrou-se mais eficaz, com o maior percentual de inibicdo da tirosinase,
menor IC50 e maior percentual de redugéo da sintese da melanina nas células
B16F10. As formulacbes NAAJ e FAAJ destacaram-se no ensaio de quelacao
dos ions de cobre. Todas as formulacbes demonstraram algum potencial
antimelanogénico, mas em niveis variados. Apesar das propriedades
antimelanogénicas observadas para as emulsdes, essas foram inferiores ao



extrato da jabuticaba isolado, o que refor¢a a ideia de ativos naturais como fonte
de agentes clareadores. O extrato da casca da jabuticaba, proveniente de
residuo agroindustrial, destaca-se como uma alternativa eficaz e sustentavel
para tratar hiperpigmentagéo cutanea. Este estudo contribui para avan¢os em
formulacbes cosméticas, explorando o potencial terapéutico de recursos
naturais.

Palavras-chave: Melasma; Extrato de Jabuticaba; Acido azeldico; Emulsdes;
Tirosinase.



ABSTRACT

GOELZER NETO, Claudio Fernando. Studies of jabuticaba bark: extract,
emulsion and antimelanogenic potential. 132 f. Thesis (Doctorate in Human
Aging) — University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2024

Melasma is a chronic hyperpigmentation of the skin that affects people's
aesthetics and quality of life. The known treatment assets are not completely
effective, as the lesions recur. Therefore, plant extracts capable of inhibiting the
action of tyrosinase, the enzyme responsible for melanogenesis, may be a new
alternative. Jabuticaba (Plynia sp.) peels are rich in phenolic compounds, such
as anthocyanins, ellagic acid (EA) and others, which trigger anti-tyrosinase
activity. The general objective was to produce and evaluate in vitro emulsions
containing jabuticaba bark extract and azelaic acid (AA) for their anti-
melanogenic potential. The jaboticaba fruits were harvested, the skin separated,
dried, ground and frozen. The freeze-dried jabuticaba extract was produced with
the peels. Assays were carried out to determine polyphenols, anthocyanins,
flavonoids, amount of AE, antioxidant activity, solubility and cell
viability/cytotoxicity of the bark and freeze-dried jabuticaba bark extract. After
preparation and phytochemical characterization of the extract, four oil-in-water
emulsions (NAAJ: jabuticaba extract and AA + turbo agitation; FAAJ: jabuticaba
extract and AA, without turbo agitation; NAAAE: AA and AE alone, without turbo
agitation; NAAA: isolated AA, without turbo agitation), were prepared and
characterized in terms of average particle size, polydispersity index (PDI) and
zeta potential. All samples were subjected to mushroom tyrosinase inhibition,
copper ion chelation, antioxidant activity and whitening potential tests on B16F10
melanoma cells to evaluate the anti-melanogenic potential. The data were
statistically evaluated. The freeze-dried jabuticaba peel extract presented the
highest levels of polyphenols (817.65 mg Eq. AG/100 g ES), anthocyanins (22.82
mg Eq. Cyanidin/100 g ES), flavonoids (420.94 mg Eq. Quercetin/100 g ES) and
AE (61.50 g/100 g ES) when compared to the jabuticaba peel, in addition to
having a solubility in water 15 times greater than the peel (125.8 mg/mL). The
antioxidant activity of the freeze-dried extract (2031.44 mg Eq. Vit C/100 g ES)
was lower than that of the peel, mainly due to the time elapsed between
harvesting the fruit and preparing the extract and analyzing it. The cell
viability/cytotoxicity test determined that the concentrations of Iyophilized
jabuticaba bark extract used in cosmetic formulations should be less than 2
mg/mL. The average particle sizes of the formulations ranged from 295.20 to
630.50 nm, remaining in the nanometric range, which favors tissue action and
permeation. The PDI ranged from 0.1 to 1.0. The zeta potential ranged from -6.82
to +2.02 mV. The jabuticaba bark extract stood out in the mushroom tyrosinase
inhibition and antioxidant activity tests, surpassing the classic inhibitory active
ingredients. The NAAA formulation proved to be more effective, with the highest
percentage of tyrosinase inhibition, lowest IC50 and highest percentage of
reduction in melanin synthesis in B16F10 cells. The NAAJ and FAAJ formulations
stood out in the copper ion chelation test. All formulations demonstrated some
anti-melanogenic potential, but to varying degrees. Despite the anti-melanogenic
properties observed for the emulsions, these were inferior to the isolated
jaboticaba extract, which reinforces the idea of natural active ingredients as a
source of whitening agents. Jaboticaba bark extract, from agro-industrial waste,



stands out as an effective and sustainable alternative to treat skin
hyperpigmentation. This study contributes to advances in cosmetic formulations,
exploring the therapeutic potential of natural resources.

Keywords: Melasma; Jabuticaba Extract; Azelaic acid; Emulsions; Tyrosinase.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento humano é um fenbmeno natural do processo da vida,
caracterizado pela ocorréncia de mudancas biopsicossociais associadas a
passagem do tempo, ndo necessariamente decorrentes de alguma doenca.
Neste contexto, pode ser conceituado como um processo dinamico e
progressivo, acompanhado de importantes modificacdbes morfologicas,
funcionais, psicolégicas e sociais no corpo e na vida dos individuos (Schneider;
Irigaray, 2008).

De acordo com a World Health Organization (WHO), o numero de
brasileiros acima dos 60 anos crescera 16 vezes entre os anos de 1950 e 2025,
enquanto a populacdo geral aumentara cerca de cinco vezes (WHO, 2005). A
elevacdo da expectativa de vida, por consequéncia, estimula novas pesquisas
na area do envelhecimento humano, especialmente em relacdo ao sistema
tegumentar, uma vez que a pele € um dos 6rgados mais acometidos pela acédo do
tempo, sofrendo influéncias diretas de fatores intrinsecos (cronolégicos) e
extrinsecos (radiagbes ultravioletas - RUV, tabagismo, abuso de bebida

alcodlica, dieta inadequada, entre outros) (Tassinary; Goelzer Neto, 2018).

Com o envelhecimento, além das alteracdes estruturais que incluem
atrofia, enrugamento, ptose e lassiddo, as alteracdes de coloracdo da pele
aumentam de forma significativa, especialmente as hiperpigmentacdes
cutdneas. A hiperpigmentacdo cutanea pode ser caracterizada pelo
aparecimento de manchas escuras na pele, que afetam amplamente a satisfacéo
estética e a autoestima das pessoas, principalmente quando ha apresentacdo
clinica crbnica, a exemplo do melasma (Tassinary; Goelzer Neto, 2018).

O melasma pode ser definido como uma afeccdo cutanea crbnica e
refrataria caracterizada por hiperpigmentacdo localizada em regides da pele
frequentemente expostas ao sol ou outras radiacbes. Na face ocorre
principalmente na fronte, témporas, malares e regido perioral. As alteracdes
manifestam-se clinicamente como manchas acastanhadas simétricas, de bordas

irregulares, porém com limites bem definidos (Miot et al., 2009).
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Apesar de existrem tratamentos convencionais elucidados
cientificamente, o combate e o controle do melasma sao tarefas arduas e com
um alto grau de insucesso clinico, especialmente pela grande recorréncia das
lesbes e auséncia de uma alternativa de clareamento definitivo das areas

hiperpigmentadas (Lima; Milhomem; Branco, 2022).

Assim, interferir na atividade dos principais reguladores do processo da
melanogénese, a exemplo do horménio estimulador de melanécitos (a-MSH),
receptor de melanocortina tipo 1 (MC1-R), proteina de ligacdo ao elemento de
resposta a CAMP (CREB), fator de transcri¢cdo associado a microftalmia (MITF),
tirosinase (TYR), tirosinase relacionada a proteina 1 (TRP-1), tirosinase
relacionada a proteina 2 (TRP-2) e a dopa-cromo tautomerase (DCT) torna-se
indispensavel ao se pensar em formulagdes dermocosméticas realmente
eficazes contra as desordens pigmentares. Nesse contexto, se conheceram ao
longo dos anos os adventos de varios agentes inibitérios, tais como arbutin, acido
kdjico e a hidroguinona. No entanto, pesquisadores ja demonstraram
desvantagens relacionadas a esses agentes, como instabilidade quimica,
toxicidade celular, toxicidade sistémica, fotossensibilizacdo e insolubilidade
(Gupta et al., 2006; Huang et al., 2014; Pillaiyar; Manickam; Namasivayam, 2017;
Victor; Gelber; Rao, 2004).

Dessa forma, o desenvolvimento, a caracterizacdo e a avaliagdo da
eficacia de novas formulacdes inibidoras tornam-se necessarios, buscando a
associacdo entre ativos clareadores, despigmentantes, anti-inflamatérios e
antioxidantes, na forma de pequenas particulas, a fim de alcancar um efeito mais
prolongado e profundo (Tassinary; Goelzer Neto, 2018). Para isso, fontes
naturais de inibidores da melanogénese tém sido estudadas nos ultimos anos
com o objetivo de produzir formulagbes dermocosméticas eficazes e mais

seguras (Calazans et al., 2019).

Alguns estudos ja demonstraram a utilizagdo de compostos fendlicos,
extraidos de frutos tropicais em formulacbes tépicas, com possiveis efeitos
clareador, anti-inflamatério, antioxidante e antienvelhecimento, o que parece ser

uma nova alternativa clinica para o tratamento do melasma (Abe, 2007; Ayres et
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al., 2016; Dahl et al., 2013). Exemplos desses compostos sao as antocianinas,
os polifendis, os flavonoides e o acido elagico (AE), cuja obtencédo pode ser
efetuada, por exemplo, a partir das cascas de frutos como a jabuticaba, um
residuo agroindustrial, renovavel e com maior valor agregado e apelo a

sustentabilidade.

A jabuticaba, importante fruto tropical brasileiro, apresenta grande
guantidade de antocianinas e beneficios a saude gracas as suas propriedades
anti-inflamatoria, antimutagénica, anticarcinogénica e alta capacidade
antioxidante (Marcgo; Poppi; Scarminio, 2008; Efraim et al., 2010; Volp et al.,
2008). Além das antocianinas, especialmente nas suas cascas, sao encontrados
acido ascorbico (vitamina C), potassio, magnésio, fibras e acidos fendlicos como
o0 AE, o qual é capaz de aumentar o efeito do antioxidante endoégeno L-
Glutationa, que age protegendo as células dos efeitos nocivos das RUV e
inibindo a tirosinase através da quelacao dos ions cobre (Plagemann et al., 2012;

Reynertson et al., 2006; Wiraguna; Hari; Praharsini, 2020).

Outro ativo que vem se destacando em formulac6es dermocosméticas
para o clareamento da pele é o &cido azelaico (AA), que atua como um inibidor
competitivo da tirosinase, interferindo diretamente na biossintese da melanina.
Também possui um efeito antiproliferativo e citotoxico no melandcito,
desempenhando acao anti-inflamatéria, antibidtica e anti-queratinizante
(Bandyopadhyay, 2009; Gupta et al., 2006).

Assim, parte-se do conhecimento de que a inibicdo da melanogénese
pode ser obtida por substancias que apresentam estrutura fendélica que incluem
flavonoides, polifendis, antocianinas e acidos fendlicos, além de atividade
antioxidante (Kubo; Kinst-Hori, 1999).

1.1  Justificativa da Tese

De acordo com Weber (2020), em artigo publicado pela Forbes, o Brasil &
0 quarto maior mercado consumidor global de produtos de higiene pessoal,
perfumaria e cosmeéticos, com 6,2% de participacdo, o pais foi responsavel por

um total de 30 bilh&es de ddlares em vendas ao consumidor em 2018, segundo
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estudo da Euromonitor. O Brasil estd atrds apenas dos Estados Unidos da
América (EUA - 18,3% com US$ 89,5 bilhdes), China (12,7% com US$ 62
bilhdes) e Japéo (7,7% com US$ 37,5 bilhdes). O crescimento nacional da area
foi de 567% nos ultimos cinco anos, mesmo em frente a crise econémica
nacional. O International Master Course on Aging Science (IMCAS) relatou que
0 mercado da estética e cosmética vai alcancar 9,3 bilhdes de euros em pouco
tempo (Azevedo, 2017; Setor [...], 2018).

No entanto, mesmo neste cenario promissor, as taxas de insucesso nos
tratamentos cosmeéticos de algumas afeccbes cutdneas, em especial do
melasma, sdo altas. O melasma afeta a estética facial, podendo gerar
estigmatizacdo social e depressdo. Ha alta prevaléncia (76%) de transtornos
depressivos e de estresse em pacientes com melasma, comprovando o alto
impacto negativo que essa discromia tem sobre a estética, o bem-estar e a
qualidade de vida das pessoas (Deshpande et al., 2018). Assim, tratamentos
clinicos de sucesso estao linearmente relacionados a alta autoestima e melhora
dos quadros de depresséo, fazendo com que as pessoas voltem a sentirem-se
bem consigo mesmas, o que € extremamente importante para uma vida mais

longa e saudavel (Deshpande et al., 2018).

Neste contexto, justificam-se a necessidade e a importancia do
desenvolvimento, da caracterizacdo e da avaliacdo de novas formulagbes
dermocosmeéticas, que consigam permear mais profundamente nas camadas
cutaneas, desencadeando um efeito alvo mais eficaz no tratamento e no controle
do melasma. A escolha da jabuticaba como objeto de estudo desta tese refere-
se ao fato dessa ser um fruto tropical brasileiro, rico em compostos fendlicos,
com potencial promissor sobre a inibicdo da enzima tirosinase (melanogénese)
e possiveis efeitos antioxidante e antienvelhecimento. O uso do extrato da casca
da jabuticaba, um residuo da agroindustria, mostra-se uma opc¢éo sustentavel
para a obtencdo de formulagbes cosméticas contendo ativos com potencial
antioxidante, reforcando nossa contribuicdo a sustentabilidade e preservacao da
biodiversidade.
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Dessa forma, pelas evidéncias emergentes de que a inibicdo da
melanogénese pode ser obtida por substancias vegetais que apresentam
estrutura fendlica, desenvolveu-se nesta tese um extrato da casca da jabuticaba
liofilizado e, a partir desse, quatro emulsées 6leo em agua avaliadas in vitro
guanto ao seu potencial antimelanogénico. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel verificar a superioridade desse extrato em relacdo a ativos inibitérios
classicos, como o AA, o AE e o acido kdgjico, tornando esse extrato uma
alternativa mais eficaz e segura para o desenvolvimento de formulagbes
cosméticas para o clareamento da pele. Isso traz importantes impactos nos
ambitos social, econdmico e ambiental, uma vez que através do
desenvolvimento de formulacbes vegetais com potencial terapéutico,
conseguimos garantir padrées de produgcdo e consumo sustentaveis,
preservando a biodiversidade, sem abrir mdo do progresso da industria de
cosmeéticos nacional. Além disso, oferecer formulacdes de base vegetal para o
tratamento do melasma, uma hiperpigmentacdo cronica e refrataria, pode
representar uma reducao significativa de custos para o consumidor final, que
esta acostumado a investir em tratamentos caros e com pouco resultado, a
exemplo do laser. A partir disso, podemos colaborar para uma mudanca de
cultura, fazendo com que as pessoas passem a buscar e a valorizar alternativas
terapéuticas sustentaveis e, talvez, com melhor custo beneficio, sem perder sua

seguranca e eficcia clinica.

1.2 Consideracdes sobre o desenvolvimento da Tese

Este estudo esta vinculado a linha de pesquisa de Gerontecnologia do
Programa de P6s-Graduacdo em Envelhecimento Humano da Universidade de
Passo Fundo (PPGEH-UPF) e, foi desenvolvido em parceria com o Curso de
Farmacia da Universidade de Passo Fundo, no Laboratorio Interdisciplinar de
Producao e Analise Biologica de Compostos (LAPROBIC) desse curso. A equipe
executora dos ensaios experimentais apresentados nesta tese também contou

com a efetiva participagéo de discentes da iniciagcéo cientifica do referido curso.

1.3 Organizagéao do texto

A tese esta organizada em seis Capitulos.
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O Capitulo 1 apresenta a introducéo desta Tese.

O Capitulo 2 apresenta a revisdo da literatura cientifica dos temas
abordados, em especial com conceitos do envelhecimento cutaneo,
melanogénese, melasma e suas estratégias de tratamento dermocosmeético,

acido elagico e biotecnologia cosmética.

O Capitulo 3 apresenta o artigo de revisdo sistematica da literatura
cientifica, que norteou a construcdo do projeto de pesquisa que resultou nesta
tese, intitulado “Natural sources of melanogenic inhibitors: A systematic review”,
publicado no periédico “International Journal of Cosmetic Science”
(doi:10.1111/ics.12763).

Os resultados dos objetivos geral e especificos da tese se encontram nos
Capitulos 4 e 5, organizados na forma de outras duas producdes cientificas,
intituladas “Caracterizacao fitoquimica e citotoxicidade da casca e do extrato da
casca da jabuticaba [Plynia Peruviana (Poir.) Govaerts]’ (Capitulo 4) e
“Potencial antimelanogénico de emulsdes contendo extrato da casca da

jabuticaba [Plynia Peruviana (Poir.) Govaerts] (Capitulo 5).

Por fim, o Capitulo 6 apresenta as consideracdes finais desta tese.

1.4 Objetivos

Essa tese teve como objetivo geral produzir e avaliar in vitro emulsdes
contendo extrato da casca da jabuticaba e acido azelaico quanto ao seu

potencial antimelanogénico.

Os objetivos especificos foram:

l. Preparar e caracterizar o extrato da casca da jabuticaba quanto
as quantidades de polifendis, antocianinas, flavonoides e AE

total, bem como a sua atividade antioxidante.
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VII.

VIII.
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Avaliar a citotoxicidade do extrato da casca da jabuticaba em
células da linhagem VERO.

Desenvolver um meétodo analitico cromatografico para
determinar a quantidade de acido elagico presente no extrato da
casca da jabuticaba.

Desenvolver formulacbes semissdlidas contendo e néo

contendo o extrato da casca da jabuticaba e AA.

Verificar se o procedimento de turbo agitacdo promove
beneficios durante o preparo das formulacdes semissélidas.

Caracterizar as formulacdes semissdlidas desenvolvidas quanto
ao tamanho médio de particula, indice de polidisperséao (PDI) e

potencial zeta.

Avaliar o potencial antimelanogénico in vitro das formulacdes
semissolidas desenvolvidas, bem como a do extrato da casca
da jabuticaba, por meio dos ensaios de inibicdo da tirosinase de
cogumelo, quelacdo dos ions cobre, atividade antioxidante e
potencial clareador/despigmentante em células de melanoma
B16F10.

Comparar os resultados entre as diferentes formulacfes

semissoélidas desenvolvidas.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento humano, processo dinamico e progressivo,
acompanhado de modificagbes morfolégicas, bioquimicas, funcionais,
psicoldgicas e sociais na face, no corpo e na vida dos individuos, vem sendo
amplamente estudado e discutido na Ultima década, sobretudo pelo significativo
crescimento populacional (Tassinary; Goelzer Neto, 2018).

Nesse processo, influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos como
as RUV, tabagismo, alcoolismo, ma alimentacao, estresse e outros, os tecidos
sofrem mudancas graduais, que na pele e nos seus anexos, sdo caracterizados
especialmente pela atrofia, lassiddo, enrugamento e altera¢cées de pigmentacéo
(Bagatini, 2008).

A medida que a pele envelhece, também ocorre uma diminui¢do gradual
do numero de melandcitos que, no entanto, possuem uma atividade
melanogénica irregularmente aumentada, resultando em uma mistura desigual

de hipo e hiperpigmentacfes cutaneas (Boo, 2019).

Visualmente, o processo de envelhecimento leva ao aparecimento de
varias alteracdes estéticas na pele, principalmente associadas a sua
sustentacao, elasticidade, firmeza, grau de hidratacéo e pigmentacéo, podendo-
se observar na sua superficie rugas finas, sulcos, fragilidade, desidratacédo e

discromias (Majeed et al., 2020).

Das discromias cutaneas relacionadas ao envelhecimento, destacam-se
as hiperpigmentacbes que se caracterizam pelo aparecimento de manchas
escuras na pele, que afetam amplamente a satisfacdo estética e a autoestima
das pessoas, principalmente quando ha apresentacao clinica crénica e refrataria,

a exemplo do melasma (Tassinary; Goelzer Neto, 2018).
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2.2 Melanogénese

A melanogénese é o processo de biossintese da melanina, pigmento
responsavel por promover a pigmentacdo da pele, olhos e cabelos nos
mamiferos. Esse processo ocorre no interior do citoplasma dos melandcitos, que
sdo células dendriticas especificas localizadas na camada basal da epiderme
humana. Os melandcitos hospedam no seu interior organelas chamadas
melanossomas, as quais sdo as responsaveis pela sintese e pelo
armazenamento da melanina, produzida a partir do amino&cido essencial L-
tirosina. Os melanécitos possuem prolongamentos que se projetam em direcao
a superficie da epiderme, adentrando nos queratindcitos e introduzindo os
melanossomas em seu interior (Tassinary; Goelzer Neto, 2018). A associacdo
de melandcitos e queratindcitos formam a unidade epidérmico-melanica, na

relacdo de 1:36, respectivamente (Figura 1).

Figura 1 - Unidade epidérmico-melanica.

EPIDERME

DERME

QUERATINOCITO  PROLONGAGOES  CAMADA MELANGCITO  MELANINA MELANOSSOMA LAMINA
SA|

DENDRITICAS DOS  BASAL MADURO
MELANGCITOS

Fonte: TASSINARY, J.; GOELZER NETO, C. F. Peelings quimicos magistrais e abordagens
terapéuticas. Lajeado: Editora Experts, 2018.

BASAL

A biossintese da melanina é crucial para melhorar a defesa do corpo
contra os efeitos nocivos das RUV, em especial ao acido desoxirribonucleico
(DNA) das células da pele. No entanto, a sua producdo excessiva pode causar

hiperpigmentacdes cutaneas, na forma de manchas escuras. Normalmente, a
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regulacdo da melanogénese é realizada por fatores de crescimento, hormdnios,

citocinas, enzimas e pela prépria RUV (Seo et al., 2019).

Ao absorver as RUV, os queratindcitos epidermais secretam o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), o a-MSH e a endotelina — 1, que indiretamente
colaboram para aumentar a sintese de melanina. Posteriormente, o a-MSH se
liga ao MC1-R, um receptor de membrana acoplado a proteina G, expresso
apenas nos melandcitos e secretado pela glandula hipofise para ativar a enzima
adenilato ciclase (AC). Esse processo resulta no aumento dos niveis
intracelulares de AMP ciclico (CAMP), da proteina quinase A (PKA) e da CREB.
A CREB ativada por fosforilagdo, aumenta a expressdo do MITF ou
simplesmente fator de transcricdo de tirosinas, responsavel pela ativacao direta

da enzima tirosinase, das enzimas TRP-1 e TRP-2 (Seo et al., 2019).

A enzima tirosinase a a responsavel pela catélise das duas primeiras
etapas da reacdo bioquimica de formacéo da melanina, oxidando o substrato L-
tirosina em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) e essa em DOPA-quinona. A partir
dai, a presenca ou a auséncia do aminoacido ndo essencial cisteina determina
o rumo da reacao para a formacao da eumelanina ou feomelanina. Na presenca
da cisteina, a DOPA-quinona € convertida em DOPA-cisteina resultando na
sintese da feomelanina (melanina de coloracdo amarelada a avermelhada,
soluvel e de baixo peso molecular). Ja, na auséncia da cisteina, a DOPA-quinona
é convertida em ciclo-DOPA e essa em DOPA-cromo, que é convertido em DHI
(dopa,5,6-diidroxiindol) em maior proporcédo e DHICA (5,6-diidroxiindol-2-acido
carboxilico) em menor quantidade, que sdo 0s responsaveis pela sintese da
eumelanina (melanina de coloracdo amarronzada a enegrecida, insoltvel e de

alto peso molecular) (Figura 2) (Tassinary; Goelzer Neto, 2018).
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Figura 2 - Rota da biossintese de melanina.

ROTA DA BIOSSINTESE DE MELANINA

Tirosina DOPA DOPAquinona CisteinilDOPA

DHIAC DOPAcromo

Alanil-hidroxil
benzatiazina

Indol-6-quinona do

T g e e T Indol-6-quinona

DHIAC-melanina DHIAC-melanina Feomelanina

MARROM, LEVEMENTE GR VEL, Ak ELOD/ ELHA
SOLUVEL, PM INTERMEDIARID L AMIEE i

Fonte: TASSINARY, J.; GOELZER NETO, C. F. Peelings quimicos magistrais e abordagens
terapéuticas. Lajeado: Editora Experts, 2018.

A producdo excessiva de melanina resulta na formacdo de
hiperpigmentacdes cutaneas, na forma de manchas escurecidas na pele. Essas
manchas afetam a estética facial, podendo estar relacionadas com a baixa
autoestima e sintomas de depressdo (Deshpande et al., 2018), como € o

exemplo do melasma.

2.3 Melasma

O melasma caracteriza-se como uma hiperpigmentacdo adquirida,
multifatorial, de coloracdo acastanhada a enegrecida, contornos irregulares e
bordas bem definidas que, acomete principalmente a regido central da face. Ndo
h& consenso na literatura sobre a classificacao clinica dessa afec¢éo, sendo
reconhecidos dois padrées mais comuns na face: melasma centrofacial
(acomete a regidao central da fronte, regido supralabial, regido oral e regiao
mentoniana) e o melasma malar (acomete as regides zigomaticas) (Figura 3)
(Miot et al., 2009).
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Figura 3 - Principais topografias faciais do melasma.

FIGURA 7: Fotos clinicas de pacientes com melasma, demonstrando as principais topografias acometidas.
A. Glabelar, zigomitico ¢ nasal. B. Frontal e zigomatico. C. Glabelar, zigomitico, labial superior ¢ mentoniano
Fonte: MIOT, L. D. B. et al. Fisiopatologia do melasma. Anais Brasileiros de Dermatologia, Rio
de Janeiro, v. 84, n. 6, p. 623-635, dez. 2009.

Essa hiperpigmentacdo tem natureza recorrente e refrataria, além de ser
uma dermatose cronica que pode afetar ambos os sexos, com maior incidéncia
em mulheres, especialmente gestantes. Vale ressaltar que a enorme
miscigenacgdo populacional do Brasil e a situagdo geografica tropical favorecem
o desenvolvimento desta afec¢do cutdnea no pais. Embora inUmeros fatores
estejam relacionados ao surgimento do melasma e sua etiopatogenia ndo seja
inteiramente conhecida, pesquisas cientificas mostram que a predisposi¢cao
genética e a exposi¢cdo as RUV configuram os fatores mais importantes para o
seu desenvolvimento. H&, porém, outros agentes com associagdo positiva ao
desenvolvimento desta afec¢cdo cutédnea, como as terapias hormonais,
contraceptivos orais, farmacos fototéxicos, endocrinopatias, estresse emocional
e inflamagBes na pele. A hiptese mais aceita € de que o melasma € causado
tanto pelo incremento do nimero de melandcitos quanto pelo aumento da
atividade das enzimas melanogénicas, em especial a tirosinase, sobrejacentes
as alteracdes dérmicas causadas principalmente pela radiacéo solar (Tassinary;
Goelzer Neto, 2018).

A intima relagdo existente entre a exposicéo as RUV e o aparecimento do
melasma esta consagrada na literatura. Sabe-se que os efeitos agudos da
exposicdo as RUV podem ser, basicamente, a queimadura solar e/ou a

pigmentacdo cutdnea (bronzeamento). Apds uma Unica exposicao as RUV, sédo
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observados aumentos no tamanho dos melandcitos e na atividade da tirosinase.
Exposicdes repetidas causam aumento no numero de melanossomas
transferidos aos queratinécitos epidérmicos, bem como um aumento no namero
de melandcitos ativos, contribuindo ainda mais para o incremento da

melanogénese e o aparecimento das manchas (Miot et al., 2009).

De acordo com Miot et al. (2009),

A radiacéo ultravioleta B (UVB), na pele humana, induz a producao de
a-MSH e ACTH nos melanécitos e queratinécitos. O a-MSH estimula a
atividade da tirosinase e a sintese de melanina in vivo e em cultura de
melandcitos, via MC1-R. Outros relatos indicam que a irradiacdo de
melanocitos com RUV aumenta os niveis de RNAmM de MC1-R. Além
disso, a sintese de muitos fatores epidérmicos, incluindo a-MSH, ACTH
e endotelina-1, € aumentada pela exposicdo a RUV, sugerindo uma
importante influéncia desses mediadores na resposta dos melandcitos
a luz solar. (Miot et al., 2009, p. 630).

O UVB é o principal responséavel pelas queimaduras solares, com a
ocorréncia de eritemas, ap6s um periodo de laténcia de cerca de 2 a 7 horas. Ja
aradiacao ultravioleta A (UVA), promove um eritema que surge mais tardiamente
e, pode tornar-se gradualmente mais intenso. A interacdo dos horménios e RUV
pode ser ilustrada no melasma. A RUV estimula a produgéo de melanocortina
dentro dos melandcitos e dos queratindcitos, o que explica o envolvimento desse
horménio na patogénese dessa hiperpigmentacéo, que se caracteriza por uma

melanizacdo epidérmica aumentada, sem proliferacdo melanocitica (Figura 4)
(Miot et al., 2009).
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Figura 4 - Esquema da sinalizagdo do a-MSH via MC1-R resultando na
formacéo de eumelanina e feomelanina.
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Fonte: MIOT, L. D. B. et al. Fisiopatologia do melasma. Anais Brasileiros de Dermatologia, Rio
de Janeiro, v. 84, n. 6, p. 623-635, dez. 2009.

Feomelanina

O melasma afeta a estética facial, podendo gerar estigmatizacéo social e
quadros de depressédo. Foi detectada uma prevaléncia de 76% de transtornos
depressivos e de estresse em pacientes com melasma, comprovando o alto
impacto negativo que esta discromia tem sobre a estética, o bem-estar e a
qualidade de vida das pessoas (Deshpande et al., 2018).

2.3.1 Perspectivas de tratamento do melasma

Devido a etiologia multifatorial e a cronicidade do melasma, o seu combate
e controle tornam-se tarefas arduas. Tratamentos convencionais bem
elucidados, baseados na utilizacdo de formulagcdes clareadoras,
despigmentantes, anti-inflamatérias e antioxidantes, apresentam desvantagens
como instabilidade quimica, insolubilidade, toxicidade celular e
fotossensibilizacdo, contribuindo para aumentar as taxas de insucesso dos
tratamentos (Pillaiyar; Manickam; Namasivayam, 2017). Genotoxicidade

relacionada ao arbutin e dermatite de contato pigmentada relacionada ao acido
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kdjico (um caso reportado) ja foram relatados e, estes ativos estdo comumente

presentes nas formulacdes para o tratamento do melasma (Huang et al., 2014).

A hidroquinona (HQ) € o agente clareador mais utilizado, para o
tratamento do melasma, sendo considerado o “padrao ouro”. HQ é um fenol
diidrico que inibe a tirosinase, inibindo a conversdo do dopa em melanina. E
utilizado puro, em concentracdes de 2% a 4% ou em tripla combinacao (férmula
de Kligman) com outros agentes clareadores como tretinoina, dexametasona,
acetato de hidrocortisona, N-acetilcisteina, triancinolona acetonina, &cido
glicolico, acido kojico, em que se tem um agente despigmentante, um anti-idade
e um corticosteroide, todos em baixas concentracfes (Kothapalli et al., 2021;
Sarkar et al., 2014). No entanto, a HQ possui diversos efeitos adversos, podendo
ocasionar hiperpigmentacao assintomatica da face, lados e costas do pescoco,
costas e superficies extensoras, irritacdo cutanea leve e sensibilizacdo
caracterizada por coceira, gueimacédo, ardéncia e dermatite alérgica, ocronose
exdgena e coldide milium (Gupta et al., 2006; Victor; Gelber; Rao, 2004). Seu
uso prolongado pode acumular metabdlitos (formados no figado) que geram
danos ao DNA e carcinogénese. Uma parte da HQ € convertida em P-
benzoquinona, a HQ ndo metabolizada e a P-benzoquinona se conjugam com a
L-glutationa e os conjugados formados prejudicam a funcédo mitocondrial, geram
espécies reativas de oxigénio (ROS) e esgotamento do antioxidante enddégeno
L-glutationa, que induzem a oxidag&do do DNA, favorecendo o desenvolvimento
do cancer, como a leucemia (Luo et al., 2008; Westerhof; Kooyers, 2005;

Wiraguna; Hari; Praharsini, 2020).

Por estes motivos, tem-se buscado cada vez mais por fontes naturais de
inibidores da melanogénese, que possibilitem o desenvolvimento de novas
formulagdes eficazes e com menores efeitos colaterais. Nas Ultimas décadas se
observa um aumento nos estudos e na exploracdo de plantas e frutos com
potenciais terapéuticos, especialmente impulsionados pelas novas tecnologias
aplicadas a descoberta de novos compostos farmacobotanicos (Calazans et al.,
2019). H4 muitos anos, paises orientais como a China, Coréia e Japao, por

exemplo, adotaram a coloragéo clara e homogénea da face como um padréo de
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beleza, investindo muitos recursos na industria cosmética de clareadores

naturais da pele (Alam et al., 2016).

Considera-se clareador o ativo capaz de tornar ineficiente ou bloquear
totalmente o processo da melanogénese, principalmente por meio da inibicdo da
agao de um ou mais dos seus principais reguladores (a-MSH, MC1-R, cAMP,
CREB, MITF, TYR, TRP-1, TRP-2, DCT, entre outros) (Goelzer Neto et al.,
2022).

Diversos extratos botanicos estdo sendo utilizados para o tratamento do
melasma, como o0 extrato da semente de uva (possui proantocinidina —
antioxidante), da babosa (possui aloin — agregacao da melanina), de orquidea
(contém flavonoides — antioxidantes), picnogenol (possui procianidinas,
mondmeros polifendlicos e 4cido cindmico — antioxidantes e anti-inflamatorios),
extrato de alga marinha (inibicdo da tirosinase), extrato de cha verde (possui
epigalocatequina- 3-galato — antioxidante, inibicdo da tirosinase), extrato da baga
de café (possui acido clorogénico — antioxidante), extrato metandlico de amora
(contém compostos fendlicos, como &acido elagico, flavonas, uralenol, quercetina,
broussoflavonol — inibicdo da dopa-oxidase da tirosinase, nao converte o dopa
em melanina), extrato de soja (contém fosfolipidios e 6leos graxos essenciais
que inibem a transferéncia do melanossomo), extrato de alcaguz (possui
liquiritina e isoliquiritina — inibe a tirosinase e inibe a acdo da radiacdo UVB),
extrato de umbeliferona (contém 7-hidroxicumarina — absorve a luz ultravioleta),
extrato de boswellia (acido boswélico — anti-inflamatério) (Abe; Lajolo;
Genovese, 2012; Gupta et al., 2006; Sarkar et al., 2014; Sheth et al., 2011).

Em estudos com clareadores naturais a fracdo acetato de etila do extrato
etanadlico (80%) de Leathesia difformis (alga marinha marrom com propriedades
antivirais e antioxidantes) mostrou maior atividade clareadora que o arbutin
(clareador cutaneo tradicional) ao diminuir significativamente a sintese de
melanina (extrato: 15ug/ml — reducéo de 135,6% do teor de melanina versus
arbutin — reducao de 96,2%) e, a atividade celular da tirosinase (extrato: 15ug/ml
— reducéo da atividade celular de 113,2% versus arbutin — reducdo de 80,3%),

em células de melanoma B16F10 estimuladas por a-MSH, de maneira dose
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dependente. A significativa a¢éo inibitoria do extrato natural foi relacionada a sua
capacidade de diminuir as expressdes de MC1-R, cAMP, CREB, MITF, TYR,
TRP-1 e DCT. Os possiveis mecanismos de acdo dos agentes clareadores

podem ser observados na Figura 5 (Seo et al., 2019).

Figura 5 - Mecanismo de acgéo do extrato etandlico de Leathesia difformis na
melanogénese induzida por a-MSH.
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Fonte: adaptado de SEO, G. Y. et al. Leathesia difformis Extract Inhibits a-MSH-Induced
Melanogenesis in B16F10 Cells via Down-Regulation of CREB Signaling Pathway. International
Journal of Molecular Sciences, Basel, v. 20, n. 3, p. 536, Feb. 2019.
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No mesmo contexto, a fracdo acetato de etila do extrato etandlico (70%)
de Morus alba (amoreira branca, nativa da Asia, Africa e América do Norte)
também mostrou superioridade ao arbutin ao reduzir de forma significativa a
producdo de melanina, a atividade intracelular da tirosinase e as expressoées de
MITF, TYR, TRP-1 E TRP-2 em células de melanoma murino B16F10
estimuladas por a-MSH, de maneira dependente da dose. A significativa acéo
inibitdria do extrato natural de M. alba foi relacionada com a presenca do
composto isolado moracin J, o qual foi capaz de inibir as vias de sinalizacao
CREB e p38, blogueando o processo da melanogénese nas células (Li et al.,
2018).
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Ha uma relacdo linear entre a estrutura fendlica e a capacidade
antioxidante de alguns compostos naturais com a inibicdo da melanogénese.
Neste contexto, Pedrosa et al. (2016) avaliaram os efeitos dos extratos
hidroalcodlicos da casca do tronco e da vagem de Libidia ferrea (juca — arvore
nativa da América do Sul — Brasil e Bolivia) sobre a sintese da melanina e a
atividade celular da tirosinase em células de melanoma B16F10 estimuladas por
IBMX (3-isobutyl-1- methylxanthine). Sobre a quantidade de melanina, os
extratos naturais apresentaram similaridade de acdo ao acido galico (&cido
fendlico, antioxidante e inibidor natural da tirosinase) (extratos: extratos: 25ug/ml
— reducédo de 41,25 + 2,80% do teor de melanina versus acido galico: 5ug/ml —
reducdo de 43,5 = 2,39%). J4, em relacdo a atividade celular da tirosinase, a
capacidade de inibicdo dos extratos foi superior a do acido galico (extratos:
25ug/ml — inibicdo de 98,0 + 4,94% versus &cido galico: 5ug/ml —inibicao de 89,5
+ 1,39%). Os autores sugeriram gque a capacidade inibitoria e antioxidante dos
extratos naturais de L. ferrea estd diretamente relacionada a presenca de
compostos fendlicos, como os flavonoides (Kaempferol, catequina e
epicatequina) e acidos fendlicos (AE, acido galico, acido cafeico) na sua
composicdo. O AE foi detectado no extrato de vagem de L. férrea (Pedrosa et
al., 2016).

Frente a estas informacdes, torna-se importante destacar que 0s
compostos fendlicos representam uma grande classe de metabdlitos
secundarios, que vem sendo alvo de muitos estudos devido as comprovacdes
de suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas e
anticarcinogénicas (Cai et al., 2004; Faria et al., 2006; Whitley; Sweet; Walle,
2006). Os trés maiores grupos de fendlicos sdo os flavonoides, os acidos
fendlicos e os taninos (King; Young, 1999). Os flavonoides sédo substéancias de
baixo peso molecular e sdo classificados de acordo com a sua estrutura quimica,
sendo os mais comuns: flavondis, flavonas, flavanonas, antocianidinas e
isoflavonas. Os acidos fendlicos, por sua vez, compreendem os acidos
benzdicos e derivados (hidroxibenzdico, vanilico, galico, AE, etc.) e os acidos
cindmicos e seus derivados (cumarico, cafeico, ferulico, clorogénico, etc.). Os
taninos sao polimeros de alto peso molecular divididos em duas principais

classes (taninos hidrossoluveis — sdo os polimeros do acido galico (galotaninos)
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e do &cido elagico (elagitaninos), encontrados em frutos como o0 morango, a
framboesa e as nozes; e, os taninos condensados — sdo o0s polimeros de
catequina ou epicatequina (Cai et al., 2004; Faria et al., 2006; Whitley; Sweet;
Walle, 2006).

Outro ativo conhecido para o tratamento do melasma é o AA, que é um
acido dicarboxilico saturado de cadeia linear (Figura 6) que atua como um
inibidor competitivo reversivel da tirosinase, interferindo diretamente na
biossintese da melanina. Também possui um efeito antiproliferativo e citotoxico
no melandcito, desempenhando acdo anti-inflamatéria, antibiética e anti-
queratinizante. Por apresentar especificidade em melanécitos anormais, esse
ativo ndo tem acdo despigmentante em peles normalmente pigmentadas. A
aplicacdo tdépica pode causar prurido, eritema, descamacdo, reacles
normalmente esperadas do uso tdpico de acidos organicos na pele
(Bandyopadhyay, 2009; Gupta et al., 2006). Comercialmente, esta disponivel

como um creme ou gel nas concentracdes de 15% a 20% (Rendon et al., 2006).

Figura 6 - Estrutura quimica do &cido azelaico.
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Fonte: OLIVEIRA, E. L. Planejamento e otimizacdo da sintese da polianilina dopada com &cido
azelaico e sua aplicacdo em fotodegradacéo. 2016. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Moleculares) — Universidade Estadual de Goias, Anapolis, 2016.

Algumas investigacdes demonstram que a associacdo do AA com outros
ativos, a exemplo da tretinoina topica e do acido glicdlico, resulta em
clareamento e despigmentacéo da pele de forma mais eficiente e precoce (Berlitz
et al., 2019; Tassinary; Goelzer Neto, 2018).

2.3.2 Potencial da jabuticaba no tratamento do melasma

A jaboticabeira, arvore frutifera brasileira, se caracteriza como um arbusto
nativo do Estado de Minas Gerais, podendo ser encontrada desde o Para até o

Rio Grande do Sul em diferentes espécies. Os seus frutos, a jabuticaba (géneros
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Myrciaria ou Plynia), tém coloragdo arroxeada quando maduros e sdo muito
apreciados pelo seu sabor doce e sub &cido. Suas cascas sdo ricas em
antocianinas, apresentando também valores significativos de acido ascérbico
(vitamina C), potassio, magnésio, fibras e &cidos fendlicos como o AE.
Componente, este, que € capaz de aumentar o efeito do antioxidante endégeno
L-glutationa que age protegendo as células dos efeitos nocivos das RUV e
inibindo a tirosinase através da quelacéo dos ions cobre. O AE também possui
acao comprovada sobre a inibicdo da tirosinase, bloqueando o processo da
melanogénese (Plagemann et al., 2012; Reynertson et al., 2006; Wiraguna; Hari;
Praharsini, 2020).

A jabuticaba tem alta capacidade antioxidante e apresenta beneficios a
salude gracas as suas propriedades anti-inflamatoria, anti-mutagénica e anti-
carcinogénica (Marco; Poppi; Scarminio, 2008; Efraim et al., 2010; Volp et al.,
2008). O AE, substancia principalmente encontrada nas suas cascas, tem
comprovadas acdes antiviral, antibacteriana (frente a Escherichia coli,
Pseudomas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori),
gastroprotetora e cardioprotetora (Galano et al., 2016), anti-aterosclerética, anti
hepatotoxica e anti-replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Landete, 2011).

Abe, Lajolo e Genovese (2012) realizaram um estudo para avaliar o teor
de AE em frutas (inclusive nativas) consumidas por brasileiros (Quadro 1). Para
analisar o conteido de AE livre e seus derivados foi utilizado cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Os autores, detectaram o AE em 10 de um total de 35
frutas analisadas; o conteudo de AE livre nas frutas variou de 0,0028 a 0,085
g/Kg-1 e de AE total variou de 0,215 a 3,11 g/Kg-1, sendo que todas as setes
frutas pertencentes a familia Myrtaceae apresentaram elevados teores de
elagitaninos em sua composi¢cao. A jabuticaba mostrou-se a mais popular entre
todas as frutas ricas em AE, demonstrando seu potencial como fonte dietética
desse componente e para o uso no tratamento do melasma (Abe, Lajolo e
Genovese, 2012).
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Quadro 1 - Familias, nomes cientificos e comuns de frutas rastreadas quanto a
presenca de acido elagico.

Familia Nome cientifico Nome popular
Actinidiaceae Actinidia chinensis Kiwi
Anacardiaceae Anacardium occidentale Caju
Mangifera indica Manga
Annonaceae Annona muricata Graviola
Arecaceae Mauritia flexuosa Buriti
Astrocaryum aculeatum Tucuma
Bromeliaceae Ananas comosus Abacaxi
Leguminosae Tamarindus indica Tamarindo
Clusiaceae Platonia insignis Bacuri

Cucurbitaceae

Cucumis metuliferus

Kino/pepino-africano

Ebenaceae Diospyros kaki Caqui
Humiriaceae Endopleura uchi Uxi/uxipucgu
Myrtaceae Campomanesia feia Cambuci
Psidium guajava Goiaba vermelha
Myrciaria jaboticaba Jabuticaba
Myrciaria dubia Camu-camu
Eugenia brasiliensis Grumixama.
Moraceae Ficus carica Figo
Morus nigra Amora silvestre
Oxalidaceae Averrhoa carambola Carambola
Passifloraceae Passiflora alata Maracuja doce
Passiflora liguraris Granadilha
Puicaceae Punica granatum Roma
Rosaceae Prunus Ameixa
domestica
Prunus pérsica Pességo
Prunus avium Cereja
Rubus fruticosus Amora
Fragaria ananassa Morango

(continua)
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Quadro 1 - Familias, nomes cientificos e comuns de frutas rastreadas quanto a
presenca de acido elagico (continuacao).

Familia Nome cientifico Nome popular
Sapindaceae Litchi chinensis Lichia
Solanaceae Solanum sessiflorum Mana cubiu/Tomate de
indio
Sterculiaceae Theobroma grandiflorum Cupuacu
Vitaceae Vitis vinifera Uva vinifera
Vitis labrusca Uva americana

Fonte: ABE, L. T.; LAJOLO, F. M.; GENOVESE, M. |. Potential dietary sources of ellagic acid and
other antioxidants among fruits consumed in Brazil: jabuticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg).
Journal of The Science of Food and Agriculture, London, v. 92, n. 8, p. 1679-1687, June 2012.

Dois estudos avaliaram as atividades antioxidantes e anticancerigena do
extrato metandlico de jabuticaba. O primeiro demonstrou forte atividade
antioxidante no ensaio DPPH (2,2 -difenil -1-picrilhidrazil, IC50 = 35 pg/mL)
(Reynertson et al., 2006) e, o segundo estudo, no mesmo ensaio, IC50 = 19,4
pg/mL  (Reynertson et al., 2008). A composicdo fendlica e a atividade
antioxidante da jabuticaba, provavelmente, associam-se de forma significativa
com os seus possiveis efeitos antimelanogénicos, fazendo desta fruta um alvo
potencial no estudo de combate as hiperpigmentacdes cutaneas. Neste
contexto, o tratamento do melasma continua sendo um grande desafio na
dermatologia, fazendo-se necesséario o delineamento de novos estudos que
demonstrem a efetividade e a eficacia terapéutica, bem como o perfil de
seguranca dessas novas substancias (Ayres et al., 2016).

2.4 Acido elagico

O AE é um composto fendlico presente em algumas frutas e castanhas.
Normalmente pode ser encontrado nas formas livre, glicosilada (Figura 7) e na

forma de elagitaninos (Abe, 2007).
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Figura 7 - Estrutura quimica do acido elagico livre (A) e glicosilado (B).
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Fonte: ABE, L. T. Acido elagico em alimentos regionais brasileiros. 2007. 106 p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2007.

Os elagitaninos sédo ésteres do acido hexahidroxidifénico. Quando séo
expostos a acidos ou bases, a sua porcdo éster € hidrolisada e o &cido
hexahidroxidifénico se reorganiza espontaneamente dando origem ao AE,

substéancia insolavel em agua (Clifford; Scalbert, 2000).

O AE possui propriedades antioxidante, antimicrobiana, antimutagénica,
anticarcinogénica e antiviral (Cruz-Antonio et al., 2010). Neste contexto, Whitley
et al. (2003), descreveu a prevencao do cancer do trato gastrointestinal atribuida
ao acumulo seletivo de AE em células epiteliais de rato; Puupponen-Pimia et al.
(2005), a atividade antimicrobiana seletiva em microrganismos patogénicos
humanos; e, Mullen et al. (2002) e Bushman et al. (2004), demonstraram a alta
capacidade antioxidante in vitro. Essas propriedades justificam a importancia de

se estudarem as fontes de obtencé&o e formas de extragcao deste composto.

O AE também ¢ inibidor da producédo da melanina e, em seres humanos,
0 ativo apresenta agéo antioxidante e anti-inflamatoria (Draelos et al., 2013). Um
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estudo randomizado com 54 pacientes mostrou, apés 12 semanas, que 0O
tratamento com associacdo de AE a 0,5% e acido salicilico a 0,1% é téo eficaz
quanto a HQ a 4% (Dahl et al., 2013).

O extrato de roma (Punica granatum), que contém cerca de 90% de AE
foi testado, via oral, em cobaias, demonstrando o clareamento da pele das
mesmas, devido a inibicdo da pigmentacéo induzida pela RUV e a diminuicdo do
namero de melandcitos DOPA-positivos. O resultado foi relacionado a inibicao
da proliferacdo dos melandcitos e da sintese da melanina pela enzima tirosinase,
considerando o extrato de roma efetivo no clareamento da pele, quando

administrado por via oral (Yoshimura et al., 2005).

Mo et al. (2013) demonstraram efeitos anti-inflamatorios e analgésicos do
extrato de roma administrado por via topica, também associando esses efeitos a
presenca do AE na sua composicgao.

Em outro estudo, realizado com modelo animal (porco castanho-
avermelhado), foi observado que o AE tem a capacidade de clarear a pele de
forma eficaz, suprimindo a pigmentacao cutanea. O ativo mostrou superioridade
ao arbutim e ao acido kojico quando utilizados na mesma dose (1%). Para os
autores, os efeitos do AE sao semelhantes aos da HQ, no entanto, este
composto atua sem prejudicar os melandcitos, impedindo que haja acumulo de
pigmentacado da pele apds queimaduras solares (comum nas hiperpigmentacdes
do tipo melasma, efélides e pés inflamatéria) melhorando a aparéncia geral da

pele pigmentada (Junyaprasert et al., 2012).

2.5 Biotecnologia cosmética

A Biotecnologia Cosmética envolve processos tecnolégicos de obtencéo,
encapsulamento, liberacdo e otimizagdo de dermocosmeéticos. Nos ultimos anos
observou-se um aumento bastante significativo no estudo do potencial
biotecnoldgico de plantas e frutos com propriedades terapéuticas, especialmente
impulsionados pelas novas tecnologias aplicadas a descoberta de novos

compostos farmacobotéanicos (Calazans et al., 2019).
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No desenvolvimento de formulagdes terapéuticas, o encapsulamento dos
ativos permite a sua protecao e, em algumas técnicas, a sua liberacao de forma
mais lenta, prolongando o tempo de exposicdo no tecido alvo. Duas das técnicas
mais utilizadas séo a microencapsulacéo e a nanoencapsulacao de ativos. Essas
podem ser definidas como o processo pelo qual minusculas particulas de
ingredientes ativos sdo empacotadas no interior de um segundo material. O
material a ser micro ou hanoencapsulado pode ser chamado de nucleo, material

ativo ou fase interna (Favaro-Trindade; Pinho; Rocha, 2008).

O micro e o nanoencapsulamento de ativos estdo relacionados as
estruturas, propriedades e processos envolvendo materiais com dimensfes em
escala micrométrica e nanométrica. As microparticulas ou nanoparticulas vém
sendo intensamente investigadas por apresentarem vantagens em relacdo as
formulagdes tradicionais. Neste contexto, 0 micro e o nanoencapsulamento de
dermocosmeéticos refere-se ao emprego de pequenas particulas contendo ativos
capazes de permearem mais profundamente nas camadas cutaneas,
promovendo e possibilitando efeitos alvos (target effects) mais eficazes e
duradouros (Baril et al., 2012).

As microemulsées sdo sistemas coloidais transparentes e
termodinamicamente estaveis. Elas tém sido utilizadas devido ao seu potencial
como veiculos de entrega na pele para uma ampla gama de moléculas. O
tamanho da particula em microescala e a especificidade dos componentes da
microemulsédo sdo as principais caracteristicas que determinam o processo de

permeacado da pele (Szumata; Macierzanka, 2022).

As nanoemulsdes sao dispersdes muito finas, formadas pela conjuncéo
de duas fases  imisciveis, normalmente agua e 6leo, estabilizadas por um
tensoativo, em que um dos liquidos é distribuido pelo outro e o tamanho das

goticulas é em escala nanométrica (20-500 nm) (Souza et al., 2018).

A entrega de ativos farmacoldgicos utilizados por via topica é um desafio
devido a barreira mecéanica representada pela pele, sendo dificil os ativos

alcancarem maiores profundidades, uma vez que as especificidades de entrega
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sdo decisivas para o grau de eficacia dos tratamentos. Neste contexto, as
nanoemulsdes surgem como um sistema potencial para a incorporacdo de
substéancias ativas nas células e para a liberagéo controlada de principios ativos.
O tamanho nanométrico das particulas em nanoemulsfes aumentam a area
superficial, resultando em maior eficacia, seguranca, permeabilidade, perfil e
biodisponibilidade dos ativos. As nanoemulsdes tem baixa irritacéo da pele e alta
capacidade de transportar substancias ativas quando comparada com outras
nanoestruturas (Souza et al., 2018). Formulag6es nanotecnoldgicas devem
apresentar boa estabilidade, baixa toxicidade, apresentando um perfil clinico
sensorial adequado para garantir a adesao do paciente ao tratamento (Berlitz et
al., 2019).

Berlitz et al. (2019) realizaram um estudo com o objetivo de desenvolver
uma nanoemulsdo contendo AA e &cido hialurébnico (AH) como uma dupla
estratégia para aumentar a retencdo do medicamento na pele e a atividade de
inibicdo da tirosinase. Essa estratégia se faz necessaria devido ao fato de que o
melasma dérmico é uma doenca recalcitrante, necessitando de tecnologias que
permitam uma permeacgdo mais profunda na pele e que ao mesmo tempo
aumente a eficacia de um ativo dermatolégico. A partir do desenvolvimento e da
caracrerizacdo da nanoemulscao, 0s autores realizaram um ensaio de inibicao
da tirosinase de cogumelo in vitro, ensaio de citotoxicidade, permeacao e
avaliac@o sensorial. O contetdo dos farmacos foi de 10 mg/mL, o tamanho de
particula de 419 = 23 nm com distribuicio monomodal, a eficiéncia de
encapsulacdo de 84,65%, potencial zeta de - 10,9 £ 0,44 mV e pH 5,01. A
nanoemulsédo foi estavel por 30 dias a 30 °C (65% de umidade relativa [URY]),
diminuiu a atividade da tirosinase, ndo apresentou sinais de citotoxicidade e
apresentou boa espalhabilidade. A nanoemulsdo apresentou goticulas
nanomeétricas e foi capaz de superar a barreira da pele e atingir suas camadas
mais profundas, melhorando a eficacia do AA como um agente despigmentante.
A formulacdo demonstrou um alto potencial para tratar hiperpigmentacfes da

pele, como o melasma.

Uma nanoemulsdo em gel de extrato do ramo de Phyllanthus emblica L.

(Euphorbiaceae) que possui acido galico como principal composto fendlico, foi
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testado por Sripanidkulchai, Chaiittianan e Suttanut (2020) quanto a sua
seguranca e eficacia em um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo. Os individuos que receberam emblica nanogel (gel
contendo nanoemulséo do extrato do ramo de P. emblica) tiveram um indice de
melanina nas bochechas significativamente menor nas semanas 2, 4, 6 e 8, da
testa nas semanas 4, 6 e 8, e do antebraco na semana 8 em comparacdo com
o grupo placebo. O extrato de ramo da P. emblica exibiu potente efeitos de
inibicéo da atividade da tirosinase de cogumelo. Entre os constituintes quimicos
presentes no extrato destacaram-se acido galico, acido vanilico,
epigalocatequina, epigalato de galocatequina e AE, sendo o acido galico e o AE
0S principais componentes com atividade antimelanogénicas. A aplicacao de
Phyllanthus emblica L resultou em clareamento cutaneo significativo durante oito
semanas de aplicagdo, sem efeitos colaterais ou efeitos de irritagdo da pele
(Sripanidkulchai, Chaiittianan e Suttanut, 2020).



3 PRODUGAO CIENTIFICA I: NATURAL SOURCES OF MELANOGENIC
INHIBITORS: A SYSTEMATIC REVIEW!

3.1 Abstract

Objective: Melanin gives some natural protection against the harmful
effects of ultraviolet radiation; however, excessive production of melanin causes
skin hyperpigmentation. Depigmenting cosmetics can be used to control this
process; however, depigmenting agents commonly used have some
disadvantages, such as low bioavailability, photosensitization, cellular toxicity,
and insolubility. Natural sources of melanogenic inhibitors have become
important alternatives to synthetic ones. The objective of this review was to
summarize the results of studies on natural extracts that have been reported in
the literature to inhibit the process of melanogenesis, giving a view on their
suitability for potential use in new cosmetic formulations for skin-lightening. Data
sources: A systematic literature search was carried out using the descriptors:
“‘melanogenesis”, “tyrosinase”, “tyrosinase inhibition”, and “natural agents”.
Study selection: Publications were selected based on our designated inclusion
and exclusion criteria, and a total of 15 studies met these criteria. Data
extraction: The following were used in the review of each paper which met the
criteria: the name of the plant (all of the natural extracts turned out to be from
plants), the method used to obtain the plant extract, the method for evaluating
anti-tyrosinase activity, the main results, and the conclusions. Data synthesis:
All evaluated natural agents demonstrated anti-tyrosinase effect. The species
Leathesia difformis, Morus alba, Orostachys japonicus, Heracleum moellendorffii,
Coix lacryma-jobi (adlay), Inula brittanica, and Gailardia aristata stood out from
the others due to their application as potential inhibitors of more than three
proteins related to melanogenesis, including the cyclic adenosine
monophosphate response element-binding protein, microphthalmia-associated
transcription factor, tyrosinase, tyrosinase-related protein-1, tyrosinase-related
protein-2, and dopachrome tautomerase. Conclusion: The plants present an
anti-tyrosinase effect that must be better explored in the new cosmetic

1 GOELZER NETO, C. F. et al. Natural sources of melanogenic inhibitors: A systematic review.
International Journal of Cosmetic Science, Oxford, v. 44, n. 2, p. 143-153, 2022. DOI:
https://doi.org/10.1111/ics.12763.
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formulations. The anti-melanogenic effects of the plant are mainly related to the

presence of phenolic and antioxidant compounds.

Keywords: Melanogenesis; Melanogenic inhibitors; Natural agentes;

Phenolic compounds; Tyrosinase; Tyrosinase inhibition.

3.2 Introduction

Melanogenesis involves the biosynthesis of melanin, an endogenous
pigment that gives colour to the skin, eyes, and hair, through a series of
enzymatic chemical reactions [1]. The essential amino acid L-tyrosine serves as
its substrate. In humans, this process occurs in the cytoplasm of dendritic cells,
called melanocytes, located in the basal layer of the epidermis. Melanocytes are
pigmented cells that house the organelles melanosomes which produce and
store melanin [2]. Melanocytes have extensions that protrude toward the surface
of the epidermis and enter keratinocytes to pigment the skin. The association
between melanocytes and keratinocytes forms the epidermal-melanic unit at a
1:36 ratio.

Melanin biosynthesis is crucial for improving the body's defence against
the harmful effects of ultraviolet (UV) radiation, especially on the DNA of skin
cells. However, its excessive production can cause skin hyperpigmentation in the
form of dark spots [3]. These spots affect facial aesthetics and are usually
associated with low self-esteem and symptoms of depression [4]. The regulation
of melanogenesis is usually carried out by growth factors, hormones, cytokines,
enzymes, and UV radiation. The skin absorbs UV radiation and the keratinocytes
produce the adrenocorticotropic hormone, a-melanocyte-stimulating hormone (a-
MSH), and endothelin-1, which increase the synthesis of melanin indirectly [3].
The a- MSH subsequently binds to the melanocortin-1 receptor (MC1-R), a
membrane receptor coupled to the G protein, expressed only in melanocytes and
secreted by the pituitary gland to activate the enzyme, adenylate cyclase. This
process results in an increase in the intracellular levels of cyclic adenosine
monophosphate (cCAMP), protein kinase A, and the cCAMP response element-
binding protein (CREB). Phosphorylation-activated CREB increases the

expression of the microphthalmia-associated transcription factor (MITF), a
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tyrosine transcription factor responsible for the direct activation of the tyrosinase
(TYR) enzyme as well as the tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) and
tyrosinase-related protein-2 (TRP-2) enzymes [3], which are the three key

enzymes involved in melanogenesis.

Enzymatic regulation of melanogenesis is carried out mainly by the TYR,
TRP-1, and dopachrome tautomerase (DCT) [3]. TYR is the enzyme responsible
for the catalysis of the first two stages of the biochemical reaction of melanin
synthesis, oxidizing L-tyrosine to 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) to DOPA-
quinone. The presence or absence of the non-essential amino acid cysteine
determines the course of the synthesis reaction of eumelanin or pheomelanin. In
the absence of cysteine, DOPA-quinone is converted to cyclo-DOPA and later
to DOPA-chromium, which is again converted to 5,6-dihydroxyindole (DHI) by the
enzyme, DCT, in greater proportion and to 5,6-dihydroxyindol-2-carboxylic acid
(DHICA) by the TRP-1 enzyme in a smaller proportion, which is further oxidized
to indole-5,6-quinone-2-carboxylic acid by the TRP-2 enzyme which is
responsible for the formation of eumelanin (brown to black melanin of high
molecular weight). In the presence of cysteine, DOPA-quinone is converted to
DOPA-cysteine, resulting in the formation of pheomelanin (yellow to red melanin

of low molecular weight) [2].

Controlling the activity of the regulators of the melanogenesis process,
such as a-MSH, MC1-R, CREB, MITF, TYR, TRP-1, TRP-2, and DCT, among
others, becomes indispensable in the creation of cosmetic formulations that are
effective against pigmentary disorders, especially hyperpigmentation. In this
context, the advent of depigmenter agents, such as arbutin, kojic acid, and
hydroquinone, has been showing benefits against these disorders. However,
some disadvantages are related to the use of these agents, such as chemical

instability, cell toxicity, photosensitization, insolubility, and low bioavailability [5].

Thus, natural sources of melanogenic inhibitors have been studied to
produce effective dermocosmetic formulations without any major side effects. In
this context, the present systematic review summarizes the results of studies on

plant extracts that have been reported in the literature to inhibit the process of
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melanogenesis and gives a view on their suitability for potential use in new

cosmetic formulations for skin-lightening.

3.3 Methods

The research for this review was carried out at the Virtual Health Library of
Brazil (VHL) and CAPES Journal Portal (these databases include over 500
databases such as PubMed, Scopus, Embase, Cochrane, Web of Science,
among others), using the descriptors “melanogenesis”, “tyrosinase”, “tyrosinase
inhibition”, and “natural agents”. All available studies were considered for this re-

view, which included the following:

— Original works.

— Works indexed in Medline and PubMed databases.

— Works published between 2010 and 2020.

— Works that evaluated natural agents in the form of extracts or oils.

The exclusion criteria adopted meant that not only were titles and/or
abstracts that did not include any of the descriptors were excluded from the
search, but studies that involved the evaluation of natural preparations not in

extracts nor oils were also excluded.

3.4 Results

Of the 109 potentially eligible studies in the VHL and CAPES Journal Portal
that were indexed in Medline and PubMed (descriptors: melanogenesis AND
natural agents; tyrosinase inhibition AND natural agents; melanogenesis AND
tyrosinase inhibition), 70 studies were excluded as they had titles and/or abstracts
that did not include the descriptors used to search for the relevant studies. In
addition, 24 studies were excluded because they evaluated natural agents in
preparations that were not extracts or oils. Thus, only 15 studies met all the

inclusion criteria for this systematic literature review (Figure 8).
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Figura 8 - Selection of studies included in the systematic review using Prisma

flowchart
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The information collected from all studies included and evaluated in this

review is presented in Table 1.
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Table 1 - Summary of the studies included in this review emphasizing the methodology, results, and conclusions (continues)

Author Natural Methodology Results Conclusions
and year agent
Seo etal. | Leathesia Natural agent preparation: 80% ethanol | The Leathesia difformis extract significantly | The L. difformis extract is an effective inhibitor
[3] difformis extract. decreased melanin content and the | of tyrosinase activity via inhibition of the
Study design: Experimental (in vitro). expression of melanocortin-1 receptor (MC1- | CREB pathways and may be considered a
Evaluated parameters: Melanin content and | R), cCAMP response element binding protein | potential therapeutic agent for
cellular tyrosinase activity in a-melanocyte- | (CREB) pathways, microphthalmia- | hyperpigmentation disorders.
stimulating hormone (a-MSH)-stimulated | associated transcription factor (MITF),
B16F10 murine melanoma cells. tyrosinase, tyrosinase-related  protein-1
(TRP-1), and dopachrome tautomerase
(DCT) enzyme in a-MSH-stimulated B16F10
cells.
Kang et Euphorbia Natural agent preparation: 70% ethanol | The Euphorbia supina extract significantly | The E. supina extract attenuated a-MSH-
al. [10] supina extract. decreased the a-MSH levels and the | stimulated melanin synthesis by modulating
Study design: Experimental (in vitro). expression of MITF. In addition, it reduced | the expression of tyrosinase and MITF.
Evaluated parameters: Melanin content and | tyrosinase activity and melanin content in a | Therefore, the ES extract could be a
cellular tyrosinase activity in BL6F10 murine | dose-dependent manner. promising therapeutic agent for the treatment
melanoma cells. of hyperpigmentation disorders.
Li et al. Morus alba Natural agent preparation: 70% ethanol | Twelve compounds were isolated from M. | Moracin J decreased melanin production and
[9] extract. alba leaf extract (moracin J was the most | intracellular tyrosinase activity by modulating
Study design: Experimental (in vitro). significant). Moracin J significantly decreased | the CREB pathways in a-MSH-activated
Evaluated parameters: Anti-melanogenic | the expression levels of CREB pathways, | B16F10 cells. M. alba leaves could be an
constituents from Morus alba leaves and | MITF, tyrosinase, and TRP-1 enzymes in a- | excellent natural source of skin-whitening
anti-melanogenic effects of the isolated | MSH-induced B16F10 cells in a dose- | agents.
compounds in B16F10 murine melanoma | dependent manner.
cells.
Setyawati | Syzygium Natural agent preparation: Methanol extract | The Syzygium polyanthum extract | Additional investigation is required to
etal. [11] | polyanthum (unreported concentration). significantly decreased the formation of | elucidate the mechanism of action of S.

Study design: Experimental (in vitro).
Evaluated parameters: Melanin content and
tyrosinase activity in B16F10 murine
melanoma cells.

extracellular melanin in B16F10 cells (>80%)
with high cell viability.

polyanthum compounds. This is the first
study to report the potential melanogenic
inhibitory activity of this methanol extract.




55

Table 1 — Summary of the studies included in this review emphasizing the methodology, results, and conclusions (continued)

Author Natural Methodology Results Conclusions
and year agent
Im et al. Orostachys Natural agent preparation;: 70% ethanol | The Orostachys japonicus extract strongly | Although further studies are required to
[12] japonicus extract. inhibited melanin synthesis in B16F10 cells | elucidate the detailed relationship between
Study design: Experimental (in vitro). by decreasing MITF protein levels and | several components from O. japonicus and
Evaluated parameters: Melanin content and | activating the extracellular signal-regulated | the  specific  signaling pathways in
tyrosinase activity in B16F10 murine | kinase (Erk) and serine-threonine kinase | melanogenesis, this study provides valuable
melanoma cells. (Akt) signaling pathways. information that could aid in the development
of new cosmetic and pharmaceutical
substances based on the O. japonicus
extract.
Pedrosa Libidibia Natural agent preparation: Ethanol: water | The Libidibia ferrea extract decreased the | The L. ferrea extract has shown great
etal. [13] | férrea (juca) extract (1:1) (unreported concentration). melanin content in B16F10 cells due to the | capacity  for inhibitory action on
Study design: Experimental (in vitro). inhibitory activity of tyrosinase. melanogenesis, mainly due to presence of
Evaluated parameters: Melanin content and active agents, such as kaempferol, ellagic
tyrosinase activity in B16F10 murine acid, catechin, and epicatechin content.
melanoma cells. Hence, it can be used as a promising agent
in skin-whitening cosmetic ingredients.
Alam et Heracleum Natural agent preparation: 100% ethanol | The Heracleum moellendorffii  extract | The H. moellendorffii extract can stimulate
al. [8] moellendorffii | and water extracts. markedly inhibited melanin production and | Erk1/2 phosphorylation and subsequent
Study design: Experimental (in vitro). intracellular tyrosinase activity. By | degradation of MITF, resulting in the

Evaluated parameters: Anti-melanogenic
effects and the underlying mechanisms of
inhibition in melan-a cells.

suppressing the expression of tyrosinase,
TRP-1, TRP-2 and MITF, the extract
antagonized melanin production in melan-a
cells.

suppression of melanogenic enzymes and
inhibition of melanin production, possibly due
to the presence of polyphenolic compounds.
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Table 1 — Summary of the studies included in this review emphasizing the methodology, results, and conclusions (continued)

Author Natural Methodology Results Conclusions
and year agent
Kimetal. | Gaillardia Natural agent preparation;: 70% ethanol | The Gailardia aristata extract significantly | The results indicate the potential of the G.
[21] aristata extract. decreased the expression levels of MITF, | aristata extract for suppressing skin
Study design: Experimental (in vitro) and | tyrosinase, TRP-1, and DCT enzymes. The | pigmentation. The authors proposed the G.
human skin primary irritation test — 48 h (in | extract also reduced the amount of melanin in | aristata extract as a new candidate anti-
Vivo). B16F10 cells and normal human epidermal | melanogenic agent that could be used as a
Evaluated parameters: Melanin content, | melanocyte cells and suppressed the | cosmetic skin care product.
cellular tyrosinase activity, and anti- | intracellular tyrosinase activity in a dose-
melanogenic activity in B16F10 murine | dependent manner. In the human skin model,
melanoma cells. the extract increased the degree of skin
lightening within two weeks of treatment.
Huang et | Coix lacryma- | Natural agent preparation: 10% co-solvent | The adlay extract reduced the expression | The adlay extract can be applied as a
al. [15] jobi (Adlay) of ethanol in supercritical CO2 fluid. levels of MITF, tyrosinase, TRP-1, and TRP- | melanogenic inhibitor in cosmetic skin care
Study design: Experimental (in vitro). 2 enzymes, decreasing the amount of | products.
Evaluated parameters: Intracellular | melanin in B16F10 cells in a dose-dependent
tyrosinase activity and the expression of | manner.
melanogenesis-related proteins in B16F10
murine melanoma cells.
Choo et Inula Natural agent preparation: Methanol extract | The Inula britannica extract decreased the | I.  britannica extract exhibited anti-
al. [16] britannica (unreported concentration). expression levels of cAMP, tyrosinase, TRP- | melanogenic  activity by  suppressing
Study design: Experimental (in vitro). 1, and TRP-2 in B16F10 cells. These findings | tyrosinase expression via the Erk and Akt
Evaluated parameters: Cellular melanin | were related to sesquiterpene isolated from | signaling pathways. The results suggest that
content and intracellular tyrosinase activity | the extract (1-O-acetylbritannilactone). the extract may act as a potent natural skin-
in B16F10 murine melanoma cells. lightening agent.
Chou et Cinnamomum | Natural agent preparation: Essential oil | Cinnamaldehyde isolated from the | The C. cassia essential oil (cinnamaldehyde)
al. [18] cassia (distillation from the stem bark) (unreported | Cinnamomum cassia essential oil reduced | possesses potent anti-tyrosinase and anti-

concentration).

Study design: Experimental (in vitro).
Evaluated parameters: Melanin content and
cellular tyrosinase activity in murine a-MSH-
stimulated B16F10 murine melanoma cells.

melanin content and tyrosinase activity in
B16F10 cells.

melanogenic activities and may be a good
source of skin-whitening agents.
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Table 1 — Summary of the studies included in this review emphasizing the methodology, results, and conclusions (continued)

Author Natural Methodology Results Conclusions
and year agent
Chang; Caesalpinia Natural agent preparation; 95% ethanol | Homoisoflavanone sappanone A was | The results not only demonstrate that
Chao; sappan extract. isolated from the Caesalpinia sappan extract | sappanone A is the first homoisoflavanone to
Ding, [17] Study design: Experimental (in vitro). and proven to dose-dependently inhibit both | be discovered with melanogenic inhibitory
Evaluated parameters: Melanin content and | melanogenesis and cellular tyrosinase | activity, but also give a new impetus for the
cellular tyrosinase activity in the B16F10 | activity by repressing the tyrosinase gene | future search for other homoisoflavanone
murine melanoma cells. expression in the B16F10 cells. melanogenic inhibitors.
Huang et | Vitex Natural agent preparation: Essential oil | The Vitex negundo essential oil effectively | The V. negundo essential oil decreased
al. [20] negundo (hydrodistillation of the fresh leaves) | suppressed the murine B16F10 tyrosinase | melanin production in B16F10 cells and can
(unreported concentration). activity and decreased the amount of melanin | thereby serve as an inhibitor of melanin
Study design: Experimental (in vitro). in a dose-dependent manner. synthesis.
Evaluated parameters: Tyrosinase activity
and intracellular melanin content in B16F10
murine melanoma cells.
Huang et | Artemisia Natural agent preparation: Essential oil | The Artemisia argyi essential oil significantly | The A. argyi essential oil can be applied as
al. [19] argyi (hydrodistillation in a clevenger-type | inhibited tyrosinase activity, downregulated | an inhibitor of melanogenesis in cosmetic
apparatus) (unreported concentration). B16F10 intracellular tyrosinase activity, and | skin care products.
Study design: Experimental (in vitro). decreased the amount of melanin content in
Evaluated parameters: Tyrosinase activity | a dose-dependent manner.
and intracellular melanin content in B16F10
murine melanoma cells.
Souza et | Pouteriatorta | Natural agent preparation: (a) Aqueous | The Pouteria torta and Eugenia dysenterica | The P. torta and E. dysenterica extracts and
al. [14] €) extract; (b) Ethanol extract (unreported | extracts presented potent in vitro tyrosinase | their isolated constituents are promising
Eugenia concentrations). inhibition compared to the positive control, | agents for skin-whitening or anti-melanogenic

dysenterica

(b)

Study design: Experimental (in vitro).
Evaluated parameters: Tyrosinase activity
was evaluated by spectrophotometry.

kojic acid.

formulations.
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3.5 Discussion

The colouring of human skin is the result of the interaction of pigments,
such as carotenoids, haemoglobin, and melanin, with melanin being the main
contributor to pigmentation [2]. Melanin is synthesized in epidermal melanocytes
through enzymatic reactions in a process regulated by growth factors, hormones,
cytokines, enzymes, and UV radiation, called melanogenesis [3]. When this
synthesis occurs excessively, skin hyperpigmentation occurs. This is usually
characterized by the appearance of dark spots on the skin that, according to
studies, mainly affects people's facial aesthetics and self-esteem and is posi-
tively related to depressive symptoms [4], especially when there is a chronic
clinical presentation, such as melasma. Melasma is common and acquired
hyperpigmentation, characterized by brownish to blackish spots with irregular
contours but well-defined limits in photoexposed areas, especially on the face,
forehead, temples, cheeks, and more rarely, on the nose, eyelids, chin, and upper
limbs [6]. The condition has a characteristic chronicity, with frequent re-
currences, great refractoriness to existing treatments, and unknown
pathophysiological aspects. It is more common in adult women of childbearing
age, but it can start its clinical manifestation in the post-menopausal period. The
age of onset is usually between 30 and 55 years, with the male sex representing
only 10% of the total cases [6].

Although there are scientifically elucidated conventional treatments,
combating and controlling melasma are arduous tasks that are associated with a
high degree of clinical failure. Thus, inhibiting the activity of the main regulators
and stimulators of melanogenesis has been the main strategy of the cosmetic
industry when producing cosmetic formulations that are effective against this type
of pigmentary disorder. Some of the disadvantages related to established
synthetic therapeutic agents include their physical-chemical instability,
insolubility, cellular and/or systemic toxicity, photosensitization, low bioavailability
[5]. If these are replaced by melanogenic inhibitors from natural sources, it would
enable the development of more effective skin-lightening formulations that

potentially do not cause any major side effects.
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In this way, there has been a significant increase in the study and
exploration of plants with therapeutic potential [7]. Many years ago, eastern
countries such as China, Korea, and Japan, for example, adopted the light and
homogeneous colouring of the face as a beauty standard, investing many
resources in the cosmetic industry of natural skin lighteners [8]. An asset capable
of rendering inefficient or complete blocking of the process of melanogenesis is
considered to be whitening, mainly by inhibiting the action of one or more of its
regulators (MC1-R, cAMP, CREB, MITF, TYR, TRP-1, TRP-2, DCT, among
others).

Of the 15 articles included in this systematic review, all showed significant
effects of natural agents on the inhibition of melanogenesis, with actions similar
or superior to those already established in the scientific literature. The extract of
Leathesia difformis (brown kelp with known antiviral and antioxidant properties)
showed superiority in relation to the positive arbutin standard (glycosylated
hydroguinone with high inhibitory activity of TYR) by significantly decreasing
melanin synthesis (extract: 15 pg/ ml, reduction of 135.6% of the content of
melanin vs. Arbutin reduction of 96.2%), and the cellular activity of TYR (extract:
15 pg/ml — reduction of cell activity of 113.2% vs. arbutin — 80.3% reduction) in
murine melanoma cells (B16F10) stimulated by a-MSH in a dose-dependent

manner [3].

Similarly, the extract of Morus alba (white mulberry, native to Asia, Africa,
and North America) also showed superiority to arbutin by significantly reducing
melanin production, the activity of TYR intracellular function, and MITF, TYR,
TRP-1, and TRP-2 expression. The significant inhibitory action of the natural
extract of M. alba was related to the presence of the isolated compound, moracin
J, which could inhibit the CREB and p38 signalling pathways, blocking the

process of melanogenesis in the test cells [9].

The extract of Euphorbia supina (weeds of African origin) significantly
decreases the amount of melanin and the TYR cell activity in B16F10 cells
stimulated by a-MSH, in a dose-dependent manner, with an action similar to ar-

butin (amount of melanin: extract: 200 pg/ml, reduction of 76.95 + 0.39% vs.



60

arbutin — reduction of 84.82 + 1.28%). The inhibitory action of the natural extract
was explained by its ability to attenuate the action of a-MSH and reduce TYR and
MITF expression [10].

The anti-melanogenic effects of the methanolic extract of the leaves of
Syzygium polyanthum (plant native to Indochina and Malaysia) were evaluated.
The maximum concentration of the extract (200 pg/ml) displayed the ability to
decrease the extracellular synthesis of melanina by >80%, like arbutin. The main
compound isolated from the extract ((E) — 1 — (2,3,5-trihydroxy-4-methylphen yl)
dec-4-en-1-one) demonstrated superiority of action in relation to another positive
pattern, kojic acid by inhibiting TYR activity (extract: 200 pg/ml, 83.98% inhibition
vs. kojic acid, 64.58% inhibition). The compound isolated from the natural extract

suppressed the expression of TYR and MITF in a dose-dependent manner [11].

The extract of Orostachys japonicus (a plant native to East Asia) strongly
inhibits melanin synthesis and TYR cell activity in B16F10 cells in a dose-
dependent manner. The inhibitory effect of the natural extract is due to the
presence of isoquercitrin flavonoids in its composition. The extract (500 pg/ml)
showed similar activity to kojic acid by inhibiting TYR activity by 70% and
significantly reduced the level of p-CREB and the expression of MITF, TYR, TRP-
1, and TRP-2 [12].

The effects of extracts from the trunk bark and pod of Libidibia ferrea (Juca
— tree native to South America, Brazil, and Bolivia) on melanin synthesis and TYR
cell activity in stimulated B16F10 cells by IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine)
were evaluated. The extracts showed similar action to the positive gallic acid
standard (extracts: 25 pug/ml, reduction of 41.25% + 2.80% of the melanin content
vs. gallic acid: 5 pg/ml, reduction of 43.5 + 2.39%). Regarding TYR cell activity,
the extract inhibition capacity was higher than gallic acid (extracts: 25 pug/ml —
98.0 £ 4.94% inhibition vs. gallic acid: 5 pg/ml - 89.5 + 1.39% inhibition). The
inhibitory and antioxidant capacities of L. ferrea are directly related to the
presence of flavonoids (kaempferol, catechin, and epicatechin) and phenolic
acids (ellagic acid) in their composition [13].
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Further emphasizing the relationship between flavonoids, phenolic acids,
antioxidant potential, and inhibition of melanogenesis, Alam et al. [8]
demonstrated that the aqueous extract of Heracleum moellendorffii (edible wild
herb found in Korea, China, and Japan), which is rich in flavonoids (myricetin and
quercetin) and phenolic acids (ferulic acid and caffeic acid), significantly reduced
melanin synthesis, TYR activity, and MITF, TYR, TRP-1, and TRP-2 expression
in a dose-dependent manner (100 pug/ml) in Melan-A cells. The extract showed
an anti-tyrosinase action similar to arbutin (extract: 100 pg/ ml, reduction of
73.96% * 2.06% vs. arbutin: reduction of 83.79 + 2.01%).

In this context, Souza et al. [14] investigated plants in the Brazilian cerrado
with potential for inhibiting TYR, demonstrated the significant effects of the aque-
ous extract of Pouteria torta (found in Brazil from the Amazon to Parand) and the
ethanolic extract of Eugenia dysenterica (small fruit of the Brazilian cerrado —
Bahia, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Tocantins, and Sdo Paulo) on
mushroom TYR. Flavonoids (catechins, myricitrin) and polyphenols (derived from
gallic acid) were isolated from the extracts, which were responsible for the
superior activity of the extracts compared to kojic acid, by inhibiting TYR activity
in the range of 79.0%—-100%.

Coix lacryma-jobi-adlay extract (native plant in Southeast Asia), which
showed a higher antioxidant potential than vitamins C and E on B16F10 cells, in
a dose-dependent manner (250 pg/ml), could also significantly inhibit melanin
synthesis and TYR activity in the same cells. The extract demonstrated
superiority of action over arbutin by decreasing the synthesis of melanin and over
kojic acid by inhibiting TYR activity by 61.15% (kojic acid inhibited the activity by
50.0%) and by reducing the expression of MITF, TYR, TRP-1, and TRP-2. The
authors suggested a linear relationship between antioxidant capacity and the anti-
melanogenic effects of the extract [15]. Sesquiterpene compounds, antioxidant
triterpenes, and flavonoids were isolated from the extract of Inula britannica (a
common plant in Great Britain, central and southern Europe, and the Middle
East), demonstrating the ability to significantly decrease melanin synthesis
(87.3%) in B16F10 cells in a dose-dependent manner. The inhibitory activity of I.

britannica in this study had no direct relationship with the inhibition of the TYR
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enzyme, but with its ability to prevent phosphorylation of CREB, reducing the
expression of MITF, TRP-1, and TRP-2 [16].

Sappanone A, an isoflavone with a structure similar to that of isoflavonoids,
was isolated from the ethanolic extract (95%) of Caesalpinia sappan (flowering
tree native to tropical Asia). Sappanone A has antioxidant properties and in
B16F10 cells, inhibits melanin synthesis, TYR cell activity, and TYR expression.
The authors positively re- lated the antioxidant and anti-melanogenic activities of

this natural extract [17].

Cinnamaldehyde was isolated from the essential oil of Cinnamomum
cassia (a small tree native to southeastern China). When used in a-MSH-
stimulated B16F10 cells, this oil significantly reduced melanin synthesis, TYR
cell activity, and TYR expression. The authors related the anti-melanogenic
effects of the essential oil to the strong antioxidant activity of cinnamaldehyde,
which decreased the activities of substances reactive to thiobarbituric acid
(TBARS), glutathione, and catalase [18].

The anti-melanogenic and antioxidant effects of the essential oil of
Artemisia argyi (a perennial herbaceous plant native to China, Korea, Mongolia,
and Japan) on B16F10 cells were searched. The oil demonstrated a strong supe-
riority of arbutin at inhibiting melanin synthesis and intracellular TYR activity (oil:
2 mg/ml — 75.0% inhibition vs. arbutin: 0.545 mg/ml — 30.0% inhibition). The oil
also demonstrated high antioxidant potential, and the authors suggested that its
mechanism of inhibition of melanogenesis is related to the reduction of TYR

activity and oxidative stress [19].

Similar results were detected when the anti-melanogenic and antioxidant
effects of the essential oil of Vitex negundo (aromatic shrub native to South and
Southeast Asia) in B16F10 cells were studied. The oil was significantly superior
to arbutin at inhibiting melanin synthesis and TYR cell activity (oil: 1.0 mg/ml —
52.0% inhibition vs. arbutin: 0.545 mg/ml — 20.0% inhibition), in a dose-
dependent manner. The oil also triggered strong antioxidant activity on the test
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cells, and the authors positively related the antioxidant and anti-melanogenic
effects [20].

Finally, to approximate the assessment of the anti-melanogenic effects of
natural agents on human skin, Kim et al. [21] developed a study using the extract
of Gaillardia aristata (plant commonly found in Portugal) in an experimental model
of human epidermal melanocytes (HEMa-DP cells). HEMa-DP cells were treated
with concentrations of 5—20 pg/ml of the extract, which demonstrated a significant
capacity to inhibit melanin synthesis and similarity of action to kojic acid by 75%,
inhibiting the TYR cell activity (kojic acid presented 80.0% of inhi- bition), in a
dose-dependent manner. In HEMa-DP cells, the extract significantly decreased
the expression of MITF, TYR, TRP-1, and DCT in a dose-dependent manner. The
authors suggested that 200 pg/ml of the natural extract of G. aristata has the
same efficacy as 2% kojic acid, which is already established in the literature as a

skin-whitening cosmetic agent.

Based on the results, it was possible to observe the strong melanogenic
inhibitory potential of all natural agents searched. It was observed the close
association between the phenolic composition, antioxidant activities, and anti-
melanogenic effects of these compounds. A dose-dependent relationship was
observed between the natural agents and their ability to inhibit melanogenesis

(higher concentrations higher inhibitory effects).

3.6 Conclusions

The natural agents evaluated in this review significantly inhibited melanin
synthesis, TYR cell activity, and the expression of the main proteins related to
melanogenesis in a dose-dependent manner, thereby showing similar or su-
perior effects to the positive standard agents, which further supports their use in
new dermocosmetic formulations for skin-whitening. The plants L. difformis, M.
alba, O. japoni- cus, H. moellendorffii, C. lacryma-jobi (adlay), I. brittanica, and
G. aristata stood out from the others due to their application as potential inhibitors
of more than three proteins related to melanogenesis, including CREB, MITF,
TYR, TRP-1, TRP-2, and DCT. The phenolic composition and antioxidant activity
of natural agents favoured their anti-melanogenic effects, which suggests that the
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inhibition of melanogenesis can be achieved by substances that contain phenolic

compounds. Further in vivo studies should be conducted with these natural

agents to assess their safety profiles and effectiveness as skin-lightening agents

for human use.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O processo de envelhecimento humano envolve alteragcdes cutaneas
importantes como atrofia, lassiddo, enrugamento e ocorréncia de lesdes
hiperpigmentares na pele. Essas Ultimas, em especial o melasma, uma
hiperpigmentacdo cronica e refrataria, afetam diretamente a estética e a
qualidade de vida dos seus portadores. Na busca incessante por alternativas de
clareamento da pele mais eficazes e seguras, 0S extratos vegetais vém

ganhando destaque.

Os resultados desta tese demonstraram que 0 extrato da casca da
jabuticaba liofilizado, um subproduto da agroindustria, apresenta altos teores de
polifendis, antocianinas, flavonoides, AE, atividade antioxidante e anti tirosinase,
0 que justifica 0 uso desse extrato como uma op¢éao sustentavel para a obtencéo
de formulacbes cosméticas para promover o clareamento da pele. Isso vem de
encontro com o0s objetivos do desenvolvimento sustentavel de assegurar
padrées de producdo e consumo sustentaveis, reforcando a importancia da
sustentabilidade ambiental e a conservacéo da biodiversidade, sem abrir mao do

progresso da industria cosmética nacional.

As formulacBes cosméticas desenvolvidas com este extrato também
apresentaram algum potencial antimelanogénico, no entanto, inferiores ao
extrato isolado, o que refor¢ca ainda mais a sua superioridade. O fato de néao
termos adicionado a essas formulagcbes mais algum antioxidante, como as
vitaminas C ou E, fazendo com que a acdo antioxidante do extrato
permanecesse mais pronunciada, pode ser caracterizado como uma importante

limitac&o do estudo.

Assim, nossos resultados corroboram o potencial antimelanogénico do
extrato da jabuticaba como uma alternativa realmente eficaz e sustentavel para
tratar lesdes hiperpigmentares e, o estudo contribuiu para avangcos em
formulagcbes cosméticas, explorando o potencial terapéutico de recursos
naturais. Como perspectivas futuras, ressalta-se a necessidade da otimizacéo
das formulagcdes para promover caracteristicas melhores de desempenho, da

avaliacdo da estabilidade das formulacbes e, da realizacdo de andlises de
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permeacdo e eficacia in vivo do extrato da casca da jabuticaba e das formulagdes
desenvolvidas a partir deste, para que possamos transcender esses resultados

para utilizacao in vivo.
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