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RESUMO

Simdes, Gabriela Aquino, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2024.
Estudo das Propriedades Bioativas de uma Formulagéo Natural para o Controle
e Tratamento de Disfuncdes Inflamatérias do Couro Cabeludo e Ciclo Capilar.
Orientador: Prof. Dr. Marcio Fronza, Co-orientador: Dr. Victor Paulo Mesquita Aragao.

Fatores externos e internos contribuem para o desequilibrio do ciclo capilar
favorecendo o surgimento das alopecias que levam ao enfraquecimento dos fios e a
sua diminuicdo no couro cabeludo. O processo de troca dos fios do nosso cabelo
ocorre de forma independente, ou seja, cada foliculo se encontra em uma fase do ciclo
capilar mantendo assim a uniformidade dos cabelos € mantida ao longo do tempo. A
queda capilar corresponde a uma desordem no ciclo do foliculo piloso natural do
corpo, que podem ser causadas por hormonios, citocinas, fatores de crescimento,
radiacao ultravioleta e deficiéncias nutricionais. O aumento da queda capilar € uma
gueixa comum nos consultérios, clinicamente nomeada de alopecia. Entretanto,
existem poucas opc¢Oes de tratamento no mercado e a busca por produtos que
auxiliam no controle da queda capilar aumenta a cada ano. Nesse contexto, 0 objetivo
deste estudo foi avaliar as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, bem como
a capacidade de estimular a proliferacdo de fibroblastos de uma formulac¢do natural
para o controle e tratamento de disfuncdes do ciclo capilar e couro cabeludo. A
atividade antioxidante do Tonico Capilar Royal D®, objeto desse estudo, que é
considerado uma formulacédo bioativa composta por ativos naturais, foi avaliada pelos
meétodos quimicos do sequestro do radical livre (ABTS), e teste do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazil) e pelo método do poder antioxidante redutor férrico (FRAP).
Estudos in vitro, em cultura de células, foram realizados para determinacdo da
proliferacéo de fibroblastos, pelo método colorimétrico do MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) para determinacdo da atividade anti-
inflamatdria pela inibicdo da producéo de 6xido nitrico, anion superéxido e citocinas.
Os resultados demonstraram que o0 tdnico apresentou atividade antioxidante
apresentando valores de IC50 de 3,8; 11,5 e 10,6 para os métodos do FRAP, ABTS e
DPPH, respectivamente. Nao obstante, a formulacdo demonstrou uma excelente
viabilidade celular e eficiente acdo estimuladora de macrofagos e fibroblastos (acima
de 100%), aumentando a migracao e a proliferacdo dessas células nas concentracées
de 0,0625 a 1,0%. Os resultados obtidos demonstram que a formulagdo possui
atividade antioxidante, ndo apresentou citotoxicidade in vitro e atividade estimulante
sobre a proliferagcdo e migracao de fibroblastos. Assim, conclui-se que o produto
poderd trazer novas possibilidades para o tratamento das disfun¢des couro cabeludo
e ciclo capilar. Além disto, este trabalho caracteriza-se como inédito para a
formulacéo, onde pela primeira vez foi descrito o potencial antioxidante da formulacao.

Palavras-chaves: TOnico capilar natural, alopecia, dermatite seborreica, psoriase,

antioxidante, anti-inflamatério.



ABSTRACT

Simdes, Gabriela Aquino, M.Sc, Vila Velha University — ES, February 2023. Study Of
The Bioactive Properties Of A Natural Formulation For The Control And
Treatment Of Inflammatory Dysfunctions Of The Scalp And Hair Cycle. Advisor:
Prof. Dr. Marcio Fronza, Co-advisor: Dr. Victor Paulo Mesquita Aragéao.

External and internal factors contribute to the imbalance of the hair cycle, favoring the
emergence of alopecias that lead to hair weakening and reduction on the scalp. The
process of hair follicle turnover occurs independently, meaning each follicle is in a
phase of the hair cycle, thus maintaining hair uniformity over time. Hair loss
corresponds to a disorder in the natural hair follicle cycle of the body, which can be
caused by hormones, cytokines, growth factors, ultraviolet radiation, and nutritional
deficiencies. Increased hair loss is a common complaint in clinics, clinically termed
alopecia. However, there are few treatment options available in the market, and the
search for products that aid in controlling hair loss increases each year. In this context,
the objective of this study was to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory
properties, as well as the ability to stimulate fibroblast proliferation of a natural
formulation for the control and treatment of hair cycle and scalp dysfunctions.The
antioxidant activity of Royal D® Hair Tonic, the subject of this study, which is
considered a bioactive formulation composed of natural actives, was evaluated by
chemical methods of free radical scavenging (ABTS), DPPH radical test (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl), and by the ferric reducing antioxidant power (FRAP) method. In vitro
studies, in cell culture, were performed to determine fibroblast proliferation, by the MTT
colorimetric method (bromide of [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium]),
for determination of anti-inflammatory activity by inhibition of nitric oxide production,
superoxide anion, and cytokines. The results showed that the tonic exhibited
antioxidant activity with IC50 values of 3.8; 11.5, and 10.6 for the FRAP, ABTS, and
DPPH methods, respectively. Furthermore, the formulation demonstrated excellent cell
viability and efficient stimulation of macrophages and fibroblasts (above 100%),
increasing the migration and proliferation of these cells at concentrations from 0.0625
to 1.0%. The results obtained demonstrate that the formulation has antioxidant activity,
did not show in vitro cytotoxicity, and had stimulating activity on fibroblast proliferation
and migration. Thus, it is concluded that the product could bring new possibilities for
the treatment of scalp and hair cycle dysfunctions. Furthermore, this work is
characterized as innovative for the formulation, where for the first time the antioxidant
potential of the formulation was described.

Keywords: Natural hair tonic, alopecia, seborrheic dermatitis, psoriasis, antioxidant,
anti-inflammatory.



1 INTRODUCAO

O crescimento capilar ocorre em quatro fases distintas conhecidas como fase
anagena, catdgena, teldbgena e quenogena. A fase anagena ou de crescimento
caracteriza-se por intensa atividade mitética na matriz do foliculo piloso; no couro
cabeludo, dura cerca de seis anos. A fase catdgena € um periodo de transi¢ao entre
a fase de crescimento e a de repouso e, no cabelo, tem duracdo de trés a quatro
semanas. E também denominada fase de regress&o ou involucéo. Na fase telégena
ou de repouso, o0 pelo se separa da papila dérmica sendo facilmente destacado. Esta
fase dura em média cem dias no couro cabeludo. Uma queda fisiol6gica de pelos
telégenos pode ocorrer ao pentear, lavar ou friccionar o couro cabeludo. A queda de
um pelo telégeno normal delimita o fim de um ciclo e o inicio de outro, com a
substituicdo por um novo pelo na mesma localizacéao (Plikus et al., 2009).

Ao final da fase telégena, o pelo se desprende completamente do foliculo,
passando a ser um pelo exégeno, enquanto um NOVO anageno ja esta presente em
sua regido inferior. A fase quendgena € um periodo de laténcia em que ndo ha pelo
no canal folicular, apds essa fase comeca um novo ciclo capilar. Em média, 80 a 90%
dos foliculos encontram-se na fase anagena, enquanto apenas 10 a 20% apresentam-
se na fase catagena ou telégena (Plikus et al., 2009).

O processo de troca dos fios ocorre de forma independente entre os foliculos,
desta forma, a uniformidade dos cabelos é mantida ao longo todo o tempo (Plikus et
al., 2009). Em geral, o ciclo capilar resulta na troca de todos os fios de cabelo no
periodo de 3 a 6 anos. Se consideramos a percentagem de fios na fase telégena, o
namero total de fios no couro cabeludo e o tempo para a queda do fio depois que entra
na fase teldgena, pode se concluir que uma pessoa perde em média de 30 a 45 fios
de cabelo por dia (Majeed et al., 2020).

Alteracbes no ciclo capilar estdo relacionadas a fatores internos, como
problemas hormonais, estresse, doencas inflamatérias e imunologicas ou a fatores
externos, como a exposicao a poluicdo e habitos de vida, por exemplo o tabagismo,
alimentagcdo pobre em nutrientes e higiene inadequada do couro cabeludo.
Modificagcdes no ciclo capilar diminuem o tempo adequado para a fase anagena,

tornando a fase exdgena precoce ou prolongando a fase telogena, de tal forma que



ocorre um grande periodo de laténcia (quendgena), como consequéncia observa-se
importante queda dos fios de cabelo (Choi, 2018).

Além da perda importante de fios, essas alteracdes levam ao aparecimento de
algumas disfunc¢des do couro cabeludo como a dermatite seborreica e psoriase que

proporcionam o eflivio telogéno.

1.1 Dermatite seborreica

A dermatite seborréica ou eczema seborreico pode ser caracterizada como
uma alteragao cronica, ndo contagiosa e recorrente, em que ocorre inflamacao nas
areas da pele onde existe um maior numero de glandulas sebaceas. Observa-se por
lesbes descamativas avermelhada, arredondadas, ovaladas, localizadas em éareas
mais oleosas como couro cabeludo, face, colo e dorso (Sobral et al., 2011).

A prevaléncia da dermatite seborreica do couro cabeludo acomete de 3-5% da
populacdo jovem e até 14,3% da populacdo idosa (Lin et al., 2021). A dermatite
seborreica (DS) e a caspa sdo comuns problemas dermatologicos que impactam as
areas seborreicas do corpo. Consideradas como uma condi¢cdo basica semelhante,
compartilham diversas caracteristicas e respondem a tratamentos similares,
divergindo apenas na localizacao e na intensidade (Borda et al., 2015).

A caspa se restringe ao couro cabeludo, causando coceira e descamacao sem
inflamacéo visivel. J4 a DS afeta ndo apenas o couro cabeludo, mas também a face,
a regido retroauricular e o toérax superior, resultando em descamacao, formacéo de
crostas, inflamacgéo e prurido, podendo apresentar um eritema pronunciado. Tanto na
DS quanto na caspa, a descamacdo geralmente assume tonalidades brancas a
amareladas e pode ser de natureza oleosa ou seca (Borda et al., 2015).

A microbiota da pele esta relacionada diretamente como uma das causas da
dermatite seborreica, onde estd presente o fungo Malassezia spp. Este
microorganismo apresenta caracteristicas lipofilas e se concentra particularmente em
regides ricas em glandulas sebaceas, que ocasiona o surgimento de eritema e prurido.
A classificacdo atual inclui o género Malassezia na familia Cryptococcaceae, da classe

dos Blastomicetos (Nakabayashi et al., 2000).



O Malassezia € um fungo dimorfico de grande pleomorfismo que, por ter sido
inicialmente classificado a partir de critérios morfologicos, foi denominado
Pityrosporum ovale (células ovais com gemulacdo de base larga) e orbiculare (células
redondas com gemulacéo de base estreita). Mais tarde, concluiu-se que ambas as
formas eram variantes morfolégicas da mesma espécie. Atualmente, por meio de
meétodos sorologicos e genéticos, o género Malassezia é dividido em sete espécies:
M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta e M.
slooffiae (Sobral et al., 2011).

Nakabayashi et al. (2000) observaram que a espécie Malassezia € a mais
prevalente na dermatite seborreica, encontrado 35% de M. furfur e 22% de M. globosa
nos individuos com dermatite serborreirca. Foi observado M. globosa em 67% da
amostra, seguida de M. furfur e M. sympodialis (Nakabayashi et al., 2000).

Em relacdo ao sistema imunolégico, em pacientes com dermatite seborreica é
observado um aumento no nimero de células T natural killer (NK), além de baixos
titulos de anticorpos da classe 1gG (Sobral et al., 2011). Nos individuos com dermatite
seborreica, promove-se uma ativacao linfocitaria e consequentemente reducdo da
producao de IL-2 e IFN-y e aumento da producao de IL-10 (Sobral et al., 2011).

Faergemann et al., (2001) observaram maior quantidade de células NK1+ e
CD16+ associadas a ativacdo do complemento nas lesdes de dermatite seborreica,
quando comparadas a pele ndo-acometida dos mesmos pacientes ou a pele de
individuos sem dermatite seborreica, o que sugere a presenca de intensa resposta
imune irritativa ndo-alérgica (Faergemann et al., 2001).

Watanabe et al. (2001) demonstraram que a M. Furfur ndo leva a producéo de
citocinas pelos queratindcitos enquanto as outras espécies de Malassezia o fazem.
Além disso, relataram que, dependendo da espécie de Malassezia pode-se observar
um perfil distinto de interleucinas inflamatérias produzidas. Por exemplo, quando h&a
producdo de IL-8, h& atracdo de neutréfilos e, clinicamente, ha foliculite por
Malassezia; da mesma forma, a ndo-producdo de MCP-1, um agente quimiotatico
para monaocitos, determina clinicamente a dermatite seborreica (Watanabe et al.,
2001).



1.2 Psoriase

A psoriase é considerada uma doenca autoimune, caracterizada por placas
cutdneas eritematosas, escamosas e hiperceratoticas. Existem diversas
apresentacoes clinicas da doenca, sendo a crénica em placa a mais comum, também
conhecida como psoriase vulgar. Entretanto, por ser uma doenca sistémica, tem
manifestacdes extra cutaneas, tais como alteragdes ungueais e articulares (Krueger,
J. G. etal., 2019).

Por apresentar alteragdes cutaneas, que na maioria das vezes podem cobrir a
maior parte do corpo, essa doenca pode causar estresse significativo e estigma social.
Por se tratar de uma doenca autoimune, a etiologia da psoriase € multifatorial com
influéncias genéticas, imunoldgicas e ambientais, em que a epiderme e a proliferacéo
capilar sdo afetadas pela liberacdo excessiva de linfécitos, que tem interagdo com os
fatores ja citados. Evidéncias apontam para uma inflamacéo dérmica que leva a uma
hiperplasia dos queratindcitos e a remodelacao da pele através da hiperativacéo local
de vias que normalmente mantem a imunidade da barreira cutanea (Krueger, J. G. et
al., 2019) .

Observa-se a necessidade da presenca de um conjunto de fatores (genéticos,
imunologicos e ambientais) para o surgimento da doenca. As pré-disposicoes
genéticas podem estar associadas, mas a transmissao pais e filhos ndo obedecem ao
padrdo mendeliano, tendo uma heranga multifatorial e ndo sendo explicada apenas
pela associacdo a antigenos de histocompatibilidade (HLA). A psoriase é uma doenca
inflamatoria caracterizada pela expansao e ativacado de células T helper (Th)1, Th17
e Th22, e pela producéo de citocinas que lhes estdo associadas, de entre as quais se
destacam o interferdo (INF)- g, o fator de necrose tumoral (TNF)-a, a IL-17 e a IL-22
(Torres et al., 2014).

Krueger et al. (2019) sugeriram um papel patogénico dominante para a IL-17
nos pacientes com psoriase. A IL-17A é uma citocina pro-inflamatoria, produzida pelos
linfécitos Th1l7 juntamente com outras citocinas efetoras, como a IL-17F e IL-22
(Krueger et al., 2019).

Terapias que visam a via IL-23/IL-17A através do bloqueio da IL-17A ou IL-23,
tém demonstrado eficacia clinica no tratamento da psoriase, fornecendo evidéncias
convincentes de que a IL-23/IL-17 € um fator chave da inflamacéo da pele (Wittmann
et al., 2018).



10

De modo geral, quando ocorre a ativacdo de células residentes da pele, estas
produzem IFN- a, IFN-g e TNF- a pro-inflamatorios, que ativam o mieloide células
dendriticas para produzir IL-12 e IL-23. Embora a IL-12 desencadeie vias Thl pro-
inflamatdrias, a IL-23 atrai, expande e polariza as células Th17 e outros leucdcitos
para secretar IL-17A e outras citocinas, incluindo IL-17F e IL-26. Sinais de IL-17A
atraveés de receptores de IL-17, com efeitos distintos em diferentes tipos celulares. A
IL-23 atua como um condutor central da inflamag&o na psoriase e em outras doencas
imuno inflamatérias, promovendo a expansdo de células Thl7 patogénicas nos
tecidos (Wittmann et al., 2018).

1.3 Eflavio Telégeno

O crescimento do cabelo é controlado por um ciclo repetitivo inico composto
pelas fases anagena, catagena, exogéna, telégena e quenogéna (Stenn et al., 2001).

As células da papila dérmica, um grupo de fibroblastos especializados dentro
do bulbo do foliculo piloso, ttm uma fungcdo essencial no controle do crescimento
capilar ndo apenas no ciclo capilar normal, mas também na patogénese de certas
condicbes, por exemplo, alopecia androgenética (Inui et al., 2003).

Portanto, os fatores que afetam as funcdes das células da papila dérmica
influenciando e favorecendo a queda de cabelo séo de grande importancia do ponto
de vista terapéutico.

A queda dos fios de cabelos é uma queixa comum nos consultérios, sendo
clinicamente nomeada como alopecia. Os principais tipos de alopecia sdo conhecidos
como alopecia areata, alopecia androgénica e eflivio telogeno. A etiologia da
alopecia areata é desconhecida, porém pode estar associada a problemas
autoimunes. Ja a alopecia androgénica é caracterizada pela queda dos fios por
alteracdes hormonais e fatores genéticos. A etiologia do eflavio telégeno caracteriza-
se pelo desequilibrio no ciclo biolégico de crescimento dos fios, devido ao processo
inflamatorio, caracterizado pelo aumento da percentagem dos fios na fase telégena
(Grover et al., 2013).

Cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo sofrem de alopecia. As

consequéncias para os individuos afetados estéo relacionadas a baixa autoestima e
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transtornos psicoloégicos como ansiedade e depressdo, que afetam de forma
significativa a qualidade de vida (Buffoli et al., 2013).

A busca por produtos que auxiliam na melhora da queda capilar aumenta a
cada ano. Por isso, diversas industrias e centros de pesquisa buscam desenvolver
produtos cosmeéticos e medicamentosos com 0 objetivo de controlar o processo de

gueda dos fios e promover o crescimento capilar (Buffoli et al., 2013).

1.4 Ativos Naturais

O uso da flora ao longo dos anos vem ajudando a humanidade a tratar diversas
doencas, possibilitando abrir novos caminhos para estudos que visam buscar novos
ativos para novos tratamentos (Ramsey et al., 2020).

Além de abastecer a humanidade, o reino vegetal continua a ter uma
importancia consideravel em nossa vida diaria, é considerado uma fonte potencial de
milhares de novos materiais e ativos como fragrancias, aromatizantes, corantes,
fibras, quelantes de materiais pesados e muitos compostos Uteis de grande valor
terapéutico (Gad et al., 2021).

Plantas com séculos de uso na medicina popular vém sendo investigadas, pois
possuem grandes informacdes em seus componentes quimicos biologicamente
ativos, responsaveis por muitos efeitos medicinais e terapéuticos. Apesar do grande
namero de drogas sintéticas e semissintéticas, os agentes medicinais mais valiosos
ainda em uso sao obtidos a partir de plantas medicinais (Ramsey et al., 2020).

Diante deste contexto, o uso de produtos do metabolismo secundéario de
plantas como os extratos vegetais, 6leos essenciais e 6leos vegetais em formulacdes
terapéuticas e cosméticas, vem crescendo nas Ultimas décadas. Um dos fatores
desse crescimento é a busca por produtos naturais e veganos; também a valorizacao

ambiental tem proporcionado o uso de plantas medicinais para fins terapéutico.

1.4.1 Oleos Essenciais

Nas ultimas décadas, a industria de 6leos essenciais construiu um mercado

sélido, promissor e muito rentavel. O uso de 6leo essencial ja faz parte da nossa rotina
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estando presente em aromatizantes de alimentos, sabonetes, shampoos, produtos
para cabelos, colb6nias e até em sabdo em po para roupas (Ramsey et al., 2020).

Muitas pessoas optam por tratamentos com 6leos essenciais por serem uma
alternativa mais segura quando comparados aos tratamentos farmacoldgicos, devido
ao apelo de que sdo mais naturais. Entretanto existem poucas pesquisas sobre os
Oleos essenciais, 0 que torna pouco claro os potenciais efeitos benéficos e/ou efeitos
adversos, tornando necesséarios mais estudos para verificar os seus verdadeiros
efeitos sobre a saude (Ramsey et al., 2020).

Os 6leos essenciais sao conhecidos por suas propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antibacterianas, antifingica e antivirais. Também séo conhecidos para
aliviar o estresse e tém sido usados em alguns tratamentos, como o disturbio do sono,
doencas cardiovasculares, alopecias e doeng¢as do couro como a dermatite seborreica
e psoriase (Ramsey et al., 2020).

Os oOleos essenciais sdo substancias complexas presentes em plantas
aromaticas e extraidas por destilacéo a vapor do material vegetal. Os éleos essenciais
séo considerados misturas complexas de compostos, constituidos em maior parte por
substancias por terpenos e outros compostos aromaticos(Groot et al., 2016) .

Os oOleos essenciais de plantas que contém luteonina, e seus glicidios, por
exemplo, sdo descritos pelas suas propriedades anti-inflamatorias. Varios
mecanismos podem estar envolvidos no processo inflamatério, como ativacao do fator
nuclear-kappa B (NF-kappa B) aumento da expressao de citocinas pro-inflamatorias,
guimiocinas e enzimas (por exemplo, TNF, IL-1, IL-6, IL8, COX-2, INOS), e alguns
trabalhos mostraram que a luteolina inibe atividade de NF-kappa B (LOPEZ et al.,
2009).

O Oleo essencial de capim-limdo €& amplamente usado em produtos
farmacéuticos topicos devido aos seus efeitos terapéuticos anti-inflamatorios.
Mohamed et al (2014). mostraram em estudos in vitro que o citral presente no 6leo
essencial de capim-limao demostrou acéo inibitéria na producéo de IL-1b e IL-6 em
macrofagos. Além do citral, o geranial, neral, e carvona, presentes no 6leo essencial

inibem citocinas proé-inflamatérias como o TNF- a (Boukhatem et al., 2014).

O dleo essencial de capim-limao mostrou efetividade em 1.114 cepas de

diferentes microbios, incluindo fungos, leveduras e bactérias de 29 géneros e 105
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espécies, e circulou cerca de 425 isolados microbianos sensiveis a 6leo essencial de
capim-limdo. Sugere-se que uma baixa concentracdo de 6leo essencial de capim-
lim&o inibe o crescimento e desenvolvimento microbiano (bacteriostético, fungistatico
e virustatico), enquanto uma concentracdo mais alta causa destruicdo irreversivel

levando a morte microbiana (bactericida, fungicida e virucida) (Mukarram et al., 2022).

1.4.2 Oleos Vegetais

Outra categoria de bioativos que também é muito explorada para o tratamento
de afeccBes do couro cabeludo séo os 6leos vegetais. Os 6leos vegetais tém sido ha
tempos usados na pele para fins cosméticos e farmacéuticos, por possuirem muitos
beneficios fisioldgicos, a destacar a formac&o de uma barreira protetora para o couro
cabeludo.

Os 6leos vegetais sdo ricos em acidos graxos que exercem um papel
importante na cicatrizacdo, além dos acidos oleicos e linoleicos. Outros componentes
presentes sdo 0os compostos fendlicos e tocoferdis, que possuem acao antioxidante e
podem modular o processo de homeostase da barreira cutanea e inflamacao(Gad et
al., 2021).

Os dleos vegetais de jojoba, abacate, soja e améndoas quando aplicados de
forma tépica permanecem na superficie do couro cabeludo, sem penetracéo profunda
nas primeiras camadas superiores do extrato corneo, mesmo que os triglicerideos nao
penetrem profundamente o extrato corneo, o glicerol contribui para a hidratacdo do
extrato corneo (Gad et al., 2021).

De acordo com Carluccio, um dos Oleos vegetais eficazes no processo
inflamatorio € o 6leo de oliva (azeite), que demonstrou atividade anti-inflamatéria
(Carluccio et al., 2003). Estudos em camundongos mostram que aplicacéo topica de
azeite de oliva em Uulceras, melhorou a cicatrizacdo por meio dos efeitos anti-
inflamatorios, reduzindo os danos oxidativos e promovendo a reconstrucao dérmica
(Donato-Trancoso et al., 2016).

A eficacia do Oleo topico de semente de rosa mosqueta foi testada juntamente
com vitaminas lipossoluveis orais em diferentes dermatites inflamatérias, como

eczema, neurodermatite e queilite, com resultados promissores (Lin, T. K., 2021).
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1.4.3 Extratos Vegetais

Outra categoria de produtos naturais sdo os extratos vegetais. Devido a
crescente busca por ativos naturais, os extratos estdo cada vez mais em foco. Os
extratos sdo obtidos por maceracao (extracdo até o equilibrio com agua ou alcool) ou
percolacdo (extracdo até a exaustdo com agua ou alcool). Um fator chave na producéo
€ a selecdo do agente de extragdo. Os constituintes soltveis em agua (hidrofilicos)
podem ser extraidos com agua, enquanto os constituintes sollveis em gordura
(lipofilicos) sdo extraidos de uma parte especifica da planta com alcool ou outros
solventes (Hiipakka et al., 2001).

Recentemente, foi relatado que uma das catequinas presentes no extrato de
cha verde (EGCG), pode ser util na prevencdo e/ou tratamento da alopecia
androgenética inibindo seletivamente a atividade da 5 alfa redutase (Hiipakka et al.,
2001). O estudo foi realizado in vivo e in vitro, onde células da papila dérmica de
humanos normais foram cultivadas e um modelo do foliculo capilar foram usados
como modelo in vitro e amostras de tecidos do couro cabeludo, apds aplicacdo do
EGCG foram usadas como modelo in vivo (Kwon et al., 2007).

Os produtos para controle da queda e promoc¢ao do crescimento capilar sao
produzidos com ativos sintéticos ou naturais. Considerando a maior probabilidade de
reacfes adversas com componentes sintéticos, os consumidores buscam cada vez
mais por produtos com ativos naturais, em virtude da baixa taxa de reacdo adversa e
do menor impacto ambiental causado por esses produtos. Porém a comprovacgao
cientifica desses produtos é escassa (Majeed et al., 2020). Sendo assim, é de extrema
importancia garantir a tolerabilidade destas novas formulagdes avaliando os riscos e

garantindo as melhores condicfes de uso.
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2  JUSTIFICATIVA

Cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo sofrem de disfungBes do couro
cabeludo resultando no eflavio telégeno e alopecias. As consequéncias da queda
capilar estdo relacionadas a baixa autoestima e transtornos psicolégicos como
ansiedade e depressao, afetando de forma significativa a qualidade de vida (Buffoli et
al., 2001).

A busca por produtos que auxiliam no controle da queda capilar e melhora da
saude do couro cabeludo, aumenta a cada ano. Assim, diversas industrias e centros
de pesquisa buscam desenvolver produtos cosméticos com o objetivo de retardar ou
impedir esse processo.

Além disso, consumidores buscam cada vez mais por produtos com ativos
naturais, e do menor impacto ambiental causado por esses produtos. Porém, sua
comprovacéo cientifica é escassa (Majeed, M. et al., 2020).

Sendo assim, € de extrema importancia garantir a seguranca e eficacia dessas novas

formulacdes, para o0 seu uso seguro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, bem como a capacidade de estimular a proliferacédo de fibroblastos de
uma formulacdo natural para o controle e tratamento de disfunc¢des do ciclo capilar e

couro cabeludo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar atividade antioxidante da formulacao;

e Determinar a atividade citotéxica in vitro da formulacdo em cultura de células;
e Determinar a atividade sobre a proliferacéo de fibroblastos;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro da formulacdo em cultura de

macroéfagos;
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4  MATERIAIS E METODOS

4.10btencéo da formulagdo natural, objeto do estudo

O tonico capilar, objeto de estudo deste trabalho foi gentilmente doado pela
Royal D®. O ténico capilar compreende uma formulagao natural bioativa composta por
mais de setenta e quatro ativos naturais contendo diferentes vitaminas (Vitamina B3,
B5, B6, Vitamina C e Vitamina E), aminoacidos (Arginina, glicina, alanina, serina,
valina, prolina, treonina, isoleucina, histidina, fenilalanina, acido aspartico, Cistina
biotecnoldgica), extratos vegetais ( Alfalfa, Sweet Clover, Rosemary, Hop, Agriao
indiano e Agrido do brejo) e ativos nano tecnoldgicos como as nanoparticulas de
Coenzima Q10 e Rosa Mosqueta. A formulacéo esta sob protecao de patente n°® BR
10 2020 022608 8. O Tonico foi disponibilizado pela empresa Trynt Group, que

forneceu todas as quantidades necessarias para os testes do estudo.

4.2 Quantificagao de polifendis totais

O conteudo de fendlicos totais presentes no tdnico capilar foi determinado pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Esquivel-alvarado et al., 2020). No
ensaio, foram utilizados 200 uL de &gua ultrapura, 15 pL de reagente Folin-Ciocalteu,
30 uL do tdnico capilar e 50 yL de carboato de sodio (20%, p/v) em microplaca. A
absorbancia foi medida imediatamente a 765 nm. Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalente de acido clorogénico por 100 ml do ténico (mg de EAC/100
ml do tonico). Pelo menos dois experimentos independentes foram realizados em

duplicata.

4.3 Quantificagao de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi realizado por método espectrofotométrico
empregando cloreto de aluminio conforme descrito na literatura com modificacdes
(XU; CHANG, 2007). No ensaio, em microplaca foram adicionados 180 uL do tdénico
capilar e 15 pL de NaNO:2 2,5 %. Apos seis minutos foram adicionados 15 pL de AICl;
10% e, apOs cinco minutos, foram adicionados 50 pL de NaOH 1M. Permaneceu
por 10 minutos a temperatura ambiente. A curva padrao foi elaborada com quercetina.

As leituras foram realizadas a 415 nm e os resultados expressos emmiligramas
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equivalentes de quercetina por 100 ml do ténico (mg eq quercetina/100 ml de ténico).

Pelo menos dois experimentos independentes foram realizados em duplicata.

4.4Estudo da Atividade Antioxidante
4.4.1 Determinacao do sequestro do radical livre ABTS

O método do sequestro do radical ABTS foi realizado de acordo com (Re et al.,
1999) modificado. A solugcéo de ABTS foi adicionada a diferentes concentragdes do
ténico capilar (100% a 3,13%), diluido em etanol e agua, e reagiu no escuro por 6
minutos. A densidade Optica foi medida a 734 nm utilizando um leitor de microplacas
(Leitor de Microplacas Multi-Mode, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, EUA). A
atividade antioxidante foi expressa como valor IR 50 (%) obtido por meio de trés

experimentos independentes.

4.4.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O ensaio de determinacéo do poder de reducéo do ion ferro, FRAP (do inglés
Ferric Reducing Antioxidant Power) foi baseado na producgéo do ion Fe 2* (forma
ferrosa) a partir da reducdo do ion Fe 3* (forma férrica). A solucdo do FRAP foi
adicionada a diferentes concentracdes do ténico capilar diluida em etanol e/ou agua,
deixando reagir por 10 minutos e logo em seguida realizada leitura da densidade
Optica em 585 nm utilizando um leitor de microplacas (Leitor de Microplacas Multi-
Mode, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, EUA). A atividade antioxidante foi
expressa como valor IR 50 (%) obtido por meio de trés experimentos independentes.

4.4.3 Teste do radical DPPH

O método DPPH tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante. O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio organico,
estavel, de cor violeta, porém na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a
intensidade de absorcao diminui e a solugéo com o radical perde cor. Resumidamente,
a solucéo de radical DPPH foi preparada em metanol e, em seguida, 270 uL desta
solugao foi misturada com 30 pl de solugao do tonico capilar e mantido em local escuro

por dez minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida a 517 nm onde metanol (98%),



19

solucdo de DPPH e acido ascorbico como branco, controle e antioxidante padrao,
respectivamente (BLOIS, 1958). A atividade antioxidante foi expressa como valor IR

50 (%) obtido por meio de trés experimentos independentes.

4 5Estudo da atividade citotéxica in vitro

Para investigar a atividade citotéxica foi utilizado o método colorimétrico do MTT,
proposto por (Mosmann, 1983). Foram utilizadas cultura de células fibroblastos
(L929), macrofagos (RAW 264.7) e queratindcitos (HACAT). As células foram
incubadas com diferentes concentracdes (1,0 - 0,0625%) por 24 horas a 37° C em
atmosfera de 5% de CO2. ApoGs esse periodo a cultura foi incubada com o MTT por 2
horas e em seguida foi adicionado 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) por 30 minutos
com agitacdo para dissolucdo dos cristais de formazana. A leitura da absorbancia das
placas foi feita em leitor de ELISA (Multi-Mode Microplate Reader, Filter Max F5,
Molecular Devices, USA), utilizando-se filtros de 595 nm. Os resultados foram

expressos em viabilidade percentual.

4.6 Efeito preventivo contra danos oxidativos in vitro causados por H202

O efeito protetor das amostras contra o dano oxidativo causado pelo peréxido
de hidrogénio (H202) em fibroblastos L929 e macréfagos RAW  264.7, foram
realizados de acordo com metodologia descrita por Lorenconi et al. (2021).
Fibroblastos L929 e macréfagos RAW 264.7 foram plaqueados em placas de 96 pocos
a uma densidade de 7,0 x 10* células/poco. Apds 24 horas as células foram expostas
a diferentes concentracdes do ténico capilar (1,0;0,5;0,25;0,125;0,0625%) e foi
adicionado H202 500 puM. ApoOs 24 horas de incubacdo, a viabilidade celular foi
avaliada pelo método colorimétrico MTT. Os experimentos foram realizados em
triplicata (n = 3) e os resultados foram expressos como média = DP de viabilidade

celular (%).
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4.7Estudo do efeito da formulacao sobre a proliferacdo celular

O efeito sobre a proliferacédo de fibroblastos foi determinado utilizando Kit de
quantificacdo da proliferacao celular — BrDU seguindo as especificacdes do fabricante.
As células de fibroblastos foram mantidas em cultura com meio Dubelcco modified
Eagle medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C, 5% de COe..
As células foram plagueadas em placas de 96 po¢cos a uma densidade de 3000
células/poco, com 90 pyL de meio sem SFB. Apds 24 horas, os efeitos do tdnico
capilar nas concentragcdes de 1;0,5;0,25;0,125;0,0625% na proliferacdo de
fibroblastos foram medidos com o analogo de timidina BrdU (5-bromo-2'-
desoxiuridina), apds sua incorporacao no DNA recém-sintetizado e sua detec¢cao com
um anticorpo anti-BrdU de acordo com as instrugcdes e especificacdes do fabricante

(Roche® Mannhein, Alemanha).

4.8Atividade anti-inflamatdria in vitro da formulacdo em cultura de células

4.8.1 Producao de 6xido nitrico

A quantificacdo de oxido nitrico (NO) foi realizada pela determinacdo da
influéncia do estresse oxidativo sobre a producdo de Oxido nitrico em cultura de
macréfagos. Os efeitos do tonico sobre a inibicdo da producdo de 6xido nitrito foi
determinada em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com
lipopolissacarideos (LPS). Macréfagos foram cultivados em placas de 96 pocos e
incubados até atingir a 70-80% de confluéncia. As células foram expostas a diferentes
concentracdes (1,0 - 0,0625%) do tbnico capilar por 60 minutos antes ou depois da
adicdo de LPS (1 pg/mL). ApoGs as 24 h, o sobrenadante celular foi utilizado para a
qguantificacdo de nitrito onde a amostra foi misturada ao mesmo volume de reagente
de Griess (1% sulfanilamida em &acido fosférico 5% e 0,1 % de diidrocloreto de
naftiletilenodiamina em agua; 1:1) e a concentragéo de nitrito calculada por regressao
linear utilizando-se uma solucdo padrao de nitrito de sédio. A leitura da absorbancia
das placas para a quantificagéo de nitrito foi feita em leitor de ELISA, utilizando-se
filtros de 540 nm.
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4.8.2 Reducéo da producéao do anion superéxido (O2%)

O ensaio do superoéxido foi utilizado para determinar o efeito inibitério do ténico
capilar sobre a producao do radical superoxido (O2™) em cultura de macrofagos RAW
264.7 ativados por LPS (CHOI, H. S. et al., 2006). Macrofagos RAW 264.7 foram
plagueados em placas de 96 pocos e pré-tratadas com concentracdes (1,0 — 0,0625%)
do ténico capilar e estimuladas com LPS na concentracdo de 1 pg/mL. Apds
incubacgéo por 20h (5% de CO2 a 37°C) o sobrenadante foi desprezado e adicionado
cloreto de nitroazul de tetrazdlio (NBT) (1 mg/mL) e incubadas por 2 h. Apés isso, as
células passaram pela lavagem com metanol e secas e entdo os cristais de formazana
formados foram dissolvidos e a densidade éptica mensurada a 630 nm, usando leitor
de microplacas (Multi-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular Devices
Spectra, USA). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da

producéo de anion superoxido.

4.8.3 Determinacao de citocinas in vitro

Os macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em placas de 96 pocos e
incubados até atingir de 70-80% de confluéncia. As células foram expostas a
diferentes concentracdes (1,0 — 0,0625%) do tbénico capilar por 60 minutos antes da
adicao de lipopolissacarideos (LPS) (1 ug/mL). Apds 24 horas, o sobrenadante celular
foi usado para quantificar a citocina TNF-a empregando o ensaio imunoenzimatico
(ELISA — do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”). A citocina foi detectada
por meio de anticorpos de captura, e anticorpos biotinilados e amplificados com
estreptoavidina-peroxidase de acordo com as instrucdes do fabricante (Thermo Fisher
Scientific®). Foi utilizado o substrato o-Phenylenediamine (OPD) ou
tetrametilbenzidina (TMB) e a reacéo foi bloqueada com o &acido sulfarico (H2SO4 1M)
aos pocos. As leituras foram feitas em espectrofotbmetro com filtro de 420 nm. A
concentracéo de cada citocina foi determinada pela equacéo da reta comparando-se
as absorbancias das concentracfes conhecidas da curva padréo para cada citocina

com as absorbancias obtidas nas amostras.
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4 9Andlise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad (San
Diego, CA, EUA 176). Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) e/ou desvio padrdo (DP). Variacdes estatisticas entre os grupos foram
determinadas usando a analise de variancia multifatorial (ANOVA) seguidas de teste

post hoc de Turkey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1Contelido de fendlicos totais e flavonoides

O conteudo de fendlicos totais e flavonoides do tbnico capilar estdo
representados na tabela 1. Os resultados para o teor de fendlicos e flavonoides
mostram que o tdnico capilar possui uma alta concentracdo de metabdlicos

secundarios.

Tabela 1. Conteudo de fendlicos totais e flavonoides no ténico capilar puro.

Fendlicos Flavonoides
Amostra ,(nl”lg equwal?nFes de mg equwallentes de
acido clorogénico/ml) guercetina/ml
Tonico Capilar 4,9+0,18 2,4+0,01

Os testes foram realizados em duplicata e os resultados sao expressos como média £ erro padrao

5.2 Atividade antioxidante do Tonico Capilar
O tdénico capilar demonstrou atividade antioxidante nos trés métodos quimicos
investigados: ABTS, DPPH e FRAP (Tabela 2). A atividade de captura de radicais
livres foi expressa pelo valor do IRso em porcentagem. Os resultados demonstraram
gue o tdnico apresentou atividade antioxidante exibindo valores de IRso de 3,68; 11,58
e 10,65 para os métodos do FRAP, ABTS e DPPH, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade antioxidante do ténico capilar determinada pelos métodos
do ABTS, DPPH e FRAP.

Atividade antioxidante (IRso) %

Amostra
FRAP ABTS DPPH
Tonico capilar 3,682+ 1,01 11,582+ 0,21 10,652+ 2,94
Quercetina 1,60°+ 0,20 2,61°+ 0,20 3,43+ 0,10

*Diferentes letras na mesma coluna significam diferengas estatisticas significativas. Estatistica rodada

no Programa R com p<0,05 de significancia pelo teste Tukey.
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5.3 Efeitos do Tonico Capilar sobre a viabilidade de fibroblastos e

macrofagos

Inicialmente, foram realizadas andlises para avaliar os efeitos do ténico capilar

sobre a viabilidade celular in vitro utilizando as linhagens celulares de fibroblastos
L929, macrofagos RAW 264.7 e queratindcitos HACAT. Os resultados obtidos

revelaram de maneira conclusiva que o tonico capilar, nas diversas concentracdes

testadas, variando de 0,0625 a 1,0%, ndo apresentaram efeitos citotéxicos em ambas

as linhagens celulares testadas (Figura 1A). Entretanto o tdnico capilar néo

apresentou um efeito protetor as linhagens celulares de fibroblasto L929 e macréfagos

RAW 264.7 nas diversas concentracbes testadas, contra os danos oxidativos

causados pelo peréxido de hidrogénio (H202) na concentracdo de 500 uM (Figura 1B).
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Figura 1. Efeito do tbnico capilar sobre a viabilidade de fibroblastos L929, macrofagos RAW 264.7 e
gueratinécitos HaCAT (A). As células foram expostas por 24 h ao tonico capilar nas concentragfes de
1,0 a 0,0625%. Os resultados sao expressos em porcentagem média + DP de células viaveis,
comparada ao grupo controle, de trés experimentos independentes (n=3). Efeito protetor da formulag&o
natural avaliado em macréfagos contra os danos oxidativos causados pelo peroxido de hidrogénio
(H202) (B). Fibroblastos foram expostos a diferentes concentra¢des da formulacéo na presenca ou
auséncia de H202. Os resultados foram expressos como média + DP (n = 2). #Significativo (p <0,05)
em comparacao com o controle negativo sem H202. por ANOVA de uma via seguida pelo teste post

hoc de Tukey.

5.4Proliferacédo de fibroblastos in vitro — BrDU

O teste do bromodeoxiuridina (BrdU) foi conduzido para investigar os efeitos do
ténico capilar sobre a proliferacéo celular. Os resultados revelaram aumentos notaveis
na taxa de proliferacao de fibroblastos in vitro. Em particular, observou-se um aumento
significativo de 66% quando expostos a concentracdo de 0,5% do ténico, e um ainda
mais expressivo aumento de 87% ao utilizar a concentragao de 1,0%. Esses dados
sao representados na figura 2 destacando de maneira clara e quantitativa o impacto

estimulante do toénico capilar.
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Figura 2. Efeitos proliferativo em cultura de fibroblastos do ténico capilar testado nas concentracfes

de 0,063 a 1,0%. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos

independentes. SignificAncia estatistica para p < 0,05. *grupo tratado comparado ao grupo controle.

5.5Reducdo da producao de 6xido nitrico in vitro

O tbénico capilar, nas concentracdes testadas 0,5% e 1,0%, foram capazes de
reduzir significativamente a producao de NO quando comparado ao grupo estimulado
por LPS (Figura 3). Destacaram-se essas concentracdes do tonico capilar, pois
reduziram de forma significativa a producdo de NO nas concentracfes de 0,5 e 1%,

alcancando reducdes de 47,33 e 53,74% respectivamente (Figura 3)
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Figura 3. Efeito do tdnico capilar testado nas concentrac6es de 0,063 a 1,0% sobre a producéo de
oxido nitrico em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL) apés 24h de
tratamento. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos independentes.
Significancia estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado ao grupo estimulado com

LPS. *grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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5.6 Reducdo da producao do anion superdéxido in vitro

O tbnico capilar também apresentou efeito inibitério na producéo do radical
superoxido de forma dose dependente em cultura de macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS (figura 4). As concentragdes do tonico capilar a 0,25; 0,5 e 1,0%

reduziram significativamente a producdo de O2', em 37,8; 451 e 49,1%,
respectivamente quando comparada ao grupo estimulado por LPS. Destaque para as

concentracfes de 0,5 e 1% que apresentaram a melhor atividade com reducéo

significativa da producdo de O2°" alcancando inibicdes de 45,1 e 49,1% quando

comparado ao grupo controle LPS (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da formulacdo natural testada nas concentracbes de 0,063 a 1,0% sobre a
concentracao do radical anion superéxido (O2-) em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados
com LPS (1 pg/mL) apés 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média + DP de dois
experimentos independentes. SignificAncia estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado

ao grupo estimulado com LPS. *grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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5.7Reducdo da producéo de citocinas in vitro

Com relacdo a producgéo de citocinas, os efeitos do ténico capilar na producéo
e liberagdo das citocinas pro-inflamatorias TNF-a foi determinado em cultura de
macrofagos estimulados com LPS. Os resultados estdo apresentados na Figura 5. O
ténico foi testado em varias concentracdes variando de 0,0625 a 1,0%. Destaque para
a concentracao de 1,0% que apresentou o melhor resultado na inibicdo em relagcéo ao
TNF-a (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do tbnico capilar testado nas concentracdes de 0,063 a 1,0% sobre a concentracéo da
citocina pré-inflamatérias TNF-a em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL)
apos 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos
independentes. SignificAncia estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado ao grupo

estimulado com LPS. *grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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6. DISCUSSAO

A procura por produtos que ajudam a controlar a queda capilar e aprimorar a
saude do couro cabeludo cresce a cada ano. Consequentemente, industrias e centros
de pesquisa estdo empenhados no desenvolvimento de novos produtos cosméticos
com a finalidade de retardar ou prevenir esse processo. Tratamentos alternativos e
medicamentos fitoterapicos naturais tém recebido destaque devido as suas
vantagens, que incluem a minimizagéo de efeitos colaterais, uma ampla gama de
atividades que promovem o crescimento capilar e precos acessiveis (Herman et al,
2016). Pela primeira vez, neste estudo, investigaram-se os efeitos de uma formulacéo
bioativa, com varios ativos naturais (Tonico Capilar). Os resultados obtidos
demonstraram propriedades farmacoterapéuticas in vitro capazes de melhorar a
saude do couro cabeludo e foliculo piloso de forma abrangente, devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, além da capacidade de estimular a
proliferagdo e migragao de fibroblastos.

Estudos evidenciam que plantas medicinais abundantes em flavonoides
demonstram potencial para estimular o crescimento capilar, devido a sua atividade
anti androgénica (inibicdo da testosterona e da 5-alfa-redutase) e a sua capacidade
antioxidante (Tiwari, R. Et al., 2022).

O ténico capilar objeto deste estudo apresenta em sua formulagao
exclusivamente ativos naturais. A presenca desses componentes naturais foi
evidenciada pela concentracdo de metabdlitos secundarios, os quais demonstraram
resultados que ressaltam e realcam a eficicia desta solucdo bioativa. Isso pode ser
demonstrado pela sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria, correlacionada a
presenca de compostos fendlicos e flavonoides. E amplamente reconhecido, e varios
estudos tém evidenciado os impactos favoraveis dos compostos fendlicos e
flavonoides provenientes de diversas fontes. Essa evidéncia €& especialmente
atribuida as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, resultando em
efeitos benéficos em varias condigcbes patologicas, como inflamacéo, alopecias,
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e o envelhecimento precoce (Lima
Cherubim, de et al., 2020; Lutz et al., 2019; Rahman, Md. M. et al., 2021). Neste

contexto, € importante destacar e enaltecer a importancia desta valiosa ferramenta
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sustentavel para o tratamento de disfuncdes do couro cabeludo e ciclo capilar em

comparacao aos tratamentos tradicionais.

Em nosso estudo, observou-se uma relacéo positiva entre o teor de fendlicos e
flavonoides com a atividade antioxidante do tonico capilar. De forma similar, o teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides observados em extrato metandlico de
Chalota. A Chalota (Allium ascalonicum L.) da familia Alliaceae € uma valiosa
especiaria horticola originaria do Sudeste Asiatico. Esta planta possui Vvarias
propriedades, incluindo atividades anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas,
anti-inflamatoérias e antioxidantes, além disso, varios beneficios da Chalota para a
saude foram relatados, incluindo cicatrizacdo de feridas e manutencdo de pele e
cabelo saudaveis (Ruksiriwanich et al., 2022). No estudo de Godlewska et al. (2023)
foi analisado a atividade antioxidante de produtos derivados de plantas biologicamente
ativas. Uma das plantas analisada foi a folha de aloé vera que apresentou atividade
antioxidante nos ensaios do FRAP, ABTS e DPPH, apresentando valores de IRso de
1,38; 0,86; 0,73% respectivamente (Godlewska et al., 2023). Em nossas pesquisas 0
tbnico capilar mostrou uma excelente atividade antioxidante nos ensaios do FRAP,
ABTS e DPPH, apresentando valores de IRso de 3,68; 11,58 e 10,65%,
respectivamente. Quando comparamos o resultado da atividade antioxidante de
apenas um extrato como o da folha de aloé vera, podemos observar que a sinergia
dos extratos vegetais presentes no tonico capilar apresenta uma eficiente atividade
antioxidante. Neste contexto, pela primeira vez na literatura, nossos resultados
evidenciaram a atividade antioxidante do tdnico capilar rico em extratos vegetais, e
este resultado pode ser diretamente correlacionado com a presenca significativa dos

metabolitos secundarios presentes nesta formulagéo.

O estresse oxidativo é caracterizado pela producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS) nas células e tecidos. O desequilibrio neste mecanismo
de protecédo pode resultar no dano a moléculas celulares, tais como o DNA, proteinas
e lipidios. Quando os niveis de EROs ultrapassam os mecanismos de defesa, as
células entram em um estado de estresse (Hussain et al., 2016). Apesar de atuarem
como segundos mensageiros em processos celulares, como na adaptacdo a
estresses ambientais em concentracdes baixas, as EROs assumem um carater toxico

e prejudicial quando presentes em niveis elevados (Ho et al.,, 2020). Isso, por
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conseguinte, esta associado a inflamacao, a qual pode resultar em modificacbes na
estrutura das proteinas, no apoptose celular e na liberacdo de citocinas inflamatérias
(Nakai et al., 2021).

No processo inflamatorio, diversas ceélulas sdo ativadas, incluindo os
macrofagos, o que resulta em um aumento na producédo de mediadores inflamatorios,
tais como NO, O2™, IL-6, TNF-a, entre outros (Man et al., 2022). A produgéo constante
e fisiolégica de radicais livres, como o NO e o O2", é essencial para preservar a
homeostase e contribuir para os mecanismos de defesa do organismo. No entanto,
em quantidades excessivas, esses radicais livres podem comprometer as funcdes
celulares (Man et al., 2022). O desequilibrio entre esses radicais desempenha um
papel no envelhecimento, na disfuncao mitocondrial e na indugédo de varios eventos

patologicos, como processos inflamatérios (Papaccio et al., 2022).

Assim como o restante da pele, o cabelo também esta sujeito a fatores
ambientais. A exposicdo a radiacao ultravioleta, o tabagismo e aspectos nutricionais,
reconhecidos como importantes contribuintes para o envelhecimento cutaneo
extrinseco, tém um impacto semelhante na integridade e funcionalidade da derme,
bem como na funcdo do foliculo piloso. Esses fatores interferem na sintese e
diferenciacdo da queratina, além de influenciarem o ciclo capilar, acelerando a
telogenizacdo e a progressiva miniaturizagcdo do fio. Evidéncias experimentais
sustentam a hipétese de que o estresse oxidativo desempenha um papel significativo

no envelhecimento do cabelo (Addor et al, 2018).

Neste contexto, as atividades antioxidantes e anti-inflamatoérias in vitro do ténico
capilar sdo especialmente promissores, devido a sua capacidade de inibir a producéo
de NO, Oz, e da citocina pro-inflamatéria TNF-a. Esses resultados abrem novas
oportunidades para a continua busca e exploracao sustentavel de novas formula¢des
naturais bioativas para o tratamento e prevencao de disfuncfes do couro cabeludo e
ciclo capilar com reconhecidas propriedades farmacoterapéuticas. Ruksiriwanich et al.
(2022) ja& demonstraram que os extratos de Chalota foram capazes de inibir a
producdo de NO e O2" (Ruksiriwanich et al.,, 2022). A inflamacdo nos foliculos
capilares é desencadeada por estresse oxidativo e andrégenos. Lobo et al. relataram
que a producéo excessiva de NO e a expressao de iINOS em células da papila dérmica

do foliculo piloso foram induzidas por DHT (Dihidrotestosterona) (Wolf et al., 2003).
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A presenca de citocinas inflamatérias, quando combinada com o estresse
oxidativo, pode amplificar a degradacdo da matriz extracelular e a transducéao de
sinalizagdo proé-inflamatéria (Man et al., 2022; Papaccio et al., 2022). O estresse
oxidativo e a inflamacdo cronica podem desencadear uma série de eventos que
contribuem na patogénese da alopecia androgenética, o acimulo de danos celulares
e a reducdo na capacidade de regeneracao da pele (Addor et al, 2018). Portanto, a
modulacdo adequada desses processos, observada especialmente pelo tonico
capilar, pode reduzir o ambiente de estresse oxidativo intracelular e o processo

inflamatorio, contribuindo para a manutencéo da integridade do ciclo capilar.

Os fibroblastos presentes na papila dérmica, situada na base dos foliculos
pilosos, sao reconhecidos por promover a regeneracao dos foliculos capilares durante
a fase anagena. J& foi observada uma correlagédo entre o tamanho do fio de cabelo e
0 numero de células da papila dérmica. Essa relacdo € evidente tanto na variacao
entre foliculos de diferentes individuos quanto em processos de declinio folicular,
guando ocorre a progressiva telogenizagdo em sucessivos ciclos capilares (Addor et
al, 2018).

Estudos tém evidenciado a importancia dos fibroblastos. Uma associacdo de
micronutrientes e aminoacidos (Eximia Fortalize Kera D) composto das vitaminas A,
C, D, E, as do complexo B (acido félico e pantoténico, biotina, niacina, piridoxina e
tiamina) e oligoelementos (ferro, magnésio e zinco) promoveram a proliferacdo dos
fibroblastos na papila dérmica. E por meio da papila dérmica que o bulbo capilar
recebe e absorve o0s nutrientes essenciais para o desenvolvimento do cabelo.
Evidéncias sugerem que a papila dérmica e seus fibroblastos influenciam o
crescimento folicular, especialmente a proliferacdo e diferenciacéo celular da matriz
do foliculo piloso (Addor et al, 2018).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o ténico capilar, contendo mais de setenta
e quatro ativos naturais, apresentou concentracdes elevadas de metabdlitos
secundérios, incluindo fendlicos totais e flavonoides. O ténico capilar demonstrou a
capacidade de reduzir o estresse oxidativo ao eliminar os radicais livres, e inibiu a
producdo de mediadores pré-inflamatérios, como o 6xido nitrico (NO), o anion
superoxido (O2"), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), evidenciando seu papel na
modulacdo de processos inflamatorios e estresse oxidativo.

Além disso, o tbnico capilar também demonstrou ter uma acéo estimuladora
sobre os fibroblastos, promovendo tanto a proliferacdo quanto a migracdo dessas
células. Esses resultados sugerem que a formulacdo natural bioativa podera
desempenhar um papel importante na proliferacéo da papila dérmica do foliculo piloso
humano, conferindo condi¢cBes para a sintese da haste. O estimulo a papila dérmica
observado poderia contribuir para a queratinogénese, considerada extremamente
relevante na estratégia da abordagem em alopecias de causas variadas, como a
alopecia androgenética, areata, senescente ou mesmo no eflavio telégeno

Assim, este estudo apresenta, pela primeira vez com sucesso, evidéncias de
qgue o tbnico capilar possui propriedades biolégicas notaveis, incluindo efeitos
antioxidantes, atividade anti-inflamatéria e a capacidade de estimular a proliferacao e
migracdo de fibroblastos. Esses efeitos benéficos podem ser atribuidos ao acumulo
de compostos bioativos, como os fendlicos totais e os flavonoides. Portanto, conclui-
se que o tdnico capilar representa uma promissora formulacdo natural para a
prevencdo e tratamento de diversas disfuncdes do couro cabeludo e alopecias,

contribuindo assim para o0 avancando desses tratamentos.
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