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Resumo

A alopecia androgénica é caracterizada por danos nos foliculos por fatores fisioldgicos e
genéticos, causando queda de cabelo e pode ser um dos efeitos da testosterona no
corpo masculino. Vdrios produtos farmacéuticos contendo produtos naturais foram
formulados nas Ultimas décadas para o tratamento de alopecia e calvicie. Nesse
contexto, acredita-se que a Amazodénia seja uma reserva gigantesca de alto potencial
biotecnolégico para a producdo de novos ingredientes para esse mercado. Observando
que alguns produtos que contém espécies de Capsicum na composicdo afirmam ter
efeitos benéficos na calvicie, decidiu-se investigar as pimentas da Amazdnia, até entdo
usadas exclusivamente na culindria, tinham potencial para se tornar ingredientes
alternativos para esses produtos. Os extratos orgénicos foram investigados quanto &
composicdo quimica, citotoxicidade, atividade anti-inflamatéria / antioxidante e anti-
angiogénica. Ao final, foi elaborado um protdtipo de shampoo com o extrato mais
promissor, observando sua estabilidade de acordo com os critérios da Agéncia Nacional
de Vigildncia Sanitdria. O exitrato denominado PAA1 apresentou perfil quimico
interessante, baixa citotoxicidade, capacidade de inibir a formagcdo de dxido nitrico, ndo
inibiu a formacdo de vasos sanguineos em embrides de frango e mostrou compatibilidade
fisico-quimica com formulacdes de xampu. Assim, esse extrato € um candidato
interessante para estudos adicionais sobre seu potencial como adjuvante no tratamento
da alopecia androgénica masculina.

Palavras-Chave: calvicie, alopecia, apoptose, vascularizacdo.

Amazonian peppers as new ingredients against male androgen alopecia. Androgenic
alopeciais characterized by follicles damage by physiological and genetic factors, causing
hair loss, and may be one of the effects of testosterone on the male body. Various
pharmaceuticals containing natural products have been formulated in recent decades for
the freatment of alopecia and baldness. In this context, it is believed that the Amazon is a
gigantic reserve of high biotechnological potential for the production of new ingredients
for this market. Noting that some products containing Capsicum species in the composition
claim to have beneficial effects on baldness, it was decided to investigate whether
Amazonian peppers, until then exclusively used in cooking, have any potential to become
alternative ingredients for these products. Organic extracts of Amazonian peppers were
investigated for their chemical composition, cytotoxicity, anti-inflammatory / antioxidant
and anti-angiogenic activity. At the end, a prototype of shampoo with the most promising
extract was elaborated, observing its stability according to the criteria of the National
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Health Surveillance Agency. The extract named PAAT showed interesting chemical profile,
low cytotoxicity, ability to inhibit nitric oxide formation, did not inhibit blood vessel formation

in chicken embryos and

showed physicochemical

compatibility with shampoo

formulations. Thus, this extract is an interesting candidate for further studies on its potential
as an adjuvant in the tfreatment of male androgenic alopecia.

Keywords: Baldness, Alopecia, apoptosis, vascularization.

1. Introducao

A alopecia androgenética ocorre
pela diminuicdo dos foliculos capilares,
caracterizando-se pela queda excessiva
dos cabelos em uma determinada regido
do couro cabeludo, sem a reposicdo dos
mesmos A idade da fixacdo da doenca
geralmente é entre 30 e 40 anos, porém a
queda de cabelo comeca
imediatamente na puberdade devido ao
descontrole dos hormonios sexuais e
confinua progressivamente. Hormaonios
como a ftestosterona exercem muitos
efeifos no corpo masculino. Na
puberdade, ela é distribuida para todo o
organismo onde ird trabalhar na
mudanca da massa  corporal, voz,
crescimento de pelos no corpo etc. Nos
individuos com predisposicdo a calvicie,
a testosterona chega ao couro cabeludo
e sofre acdo da enzima 5a-redutase e é
convertida em  di-hidrotestosterona,
provocando a queda dos cabelos (RAO;
SINHA, 2017).

Sabe-se ainda que o &nion
superdxido estd envolvido na perda de
cabelo, interferindo com o éxido nitrico,
que ¢é indicado como um fator de
crescimento capilar. Por causa disso, um
papel importante foi atribuido & SOD
(superdoxido dismutase) no contfrole da
fase andgena e seu uso na alopecia por
aplicacdo local (ALONSO; ANESINI, 2017).
Portanto, a calvicie masculina é
considerada uma manifestacdo
fisiologica e acontece em individuos
geneticamente predispostos com genes
ainda desconhecidos. (SALMAN A, et al
2017). A queda dos cabelos ndo provoca
consequéncias na saude fisica do
individuo, porém pode trazer inUmeros
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impactos psicossociais (PETROSKI, et al.,
2012).

O mercado brasileiro de produtos
masculinos é o segundo maior do mundo,
atréds apenas dos Estados Unidos. Os
produtos masculinos representam mais de
10% do consumo total de produtos de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
(HPPC) no pais e com aspiracdo de se
tornarem os lideres de consumo em 2019
(BASILIO, 2017). A previsdo da agéncia &
que até 2021 a América Latina lidere o
crescimento global do segmento, e o
ritmo de expansdo do Brasil serd acima
da média da regi@do (EUROMONITOR,
2018). Esse resultado se deve a mudanca

de comportamento do consumidor
brasileiro em relacdo aos cuidados
pessoqis. Pesquisas mostram que o
interesse  do brasileiro por produtos

especificos para suas necessidades vem
aumentando rapidamente, impulsionado
pela faciidade em obter informacodes:
segundo  pesquisa  readlizada  pela
Minds&Hearts, em 2016, com 414
brasileiros de 16 a 59 anos, 45% dos
enfrevistados disseram que buscam
frequentemente informacoes  sobre
cosméticos e tratamentos masculinos na
internet ou em outros meios (SEBRAE;
ABIHPEC, 2019).

De acordo com estudos de 2018, os
produtos que lideraram a intencdo de uso
sdo perfumes  (65%), xampus e
condicionadores (63%) e cuidado com a
barba (40%) (MONITOR MERCANTI, 2019).
No préoximo periodo de 12 meses, entre as
novidades que pretendem experimentar,
estdo limpeza de pele (20%), cremes anti-
idade (18%), cuidados especiais com o
rosto (17%), vitaminas para aplicacdo na
pele (17%), cuidados com dentes (16%) e
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maos e peés (16%) (SEBRAE; ABIHPEC,
2019). Além disso, os homens estdo mais
exigentes. Eles sabem que sua pele e seu
cabelo, por exemplo, tém necessidades
diferentes das demonstradas  por
mulheres. Assim, procuram marcas que
oferecam produtos especificos (SEBRAE;
ABIHPEC, 2019).

A ascensdo da estética masculina
nos Ultimos 10 anos fomentou o
surgimento de produtos que possam
interferir na queda de cabelo e promover
o crescimento capilar, como também o
crescimento de barba,
preferencialmente utilizando principios
ativos extraidos da natureza, uma
tendéncia crescente na indUstria de
cosméticos, visto que podem agregar
funcionalidade e apelo comercial aos
produtos (MONTERIO et al., 2017). J& sdo
encontrados no mercado produtos
contendo exfrato de pimenta (Capsicum
spp.) para o fratamento da calvicie, visto
que existem evidéncias significativas dos
efeitos  benéficos da  capsaicina,
alcaloide que é o principal marcador
guimico dessas espécies, no crescimento
capilar, inclusive quando aplicada
topicamente (HOSKING et al. 2018).

Nesse contexto, acredita-se que a
Amazdénia € uma gigantesca reserva de
alto potencial biotecnolégico para a
producdo de novos ingredientes para
esse mercado, incluindo variedades de
pimenta sé encontfradas nessa regido.
Ndo obstante, a maior parte desse
potencial permanece desconhecido,
devendo ser incentivados projetos que
busquem desenvolver novos produfos
com insumos desse bioma. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi investigar se
duas das variedades de Capsicum
populares no Estado do Amazonas tém
potencial como ingrediente de
formulacoes confra alopecia
androgénica.
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2. Material e Método

2.1. Obtencdo e preparacao da matéria-
prima vegetalOs frutos das duas
variedades de Capsicum chinense
Jacquin., nomeadas PAA e PAB neste
trabalho, foram adquiridos com um
produtor local no municipio de
Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil.
Durante a coletaq, foi observado o
estagio de maturacdo e integridade das
pimentas, certificando-se que todas
estavam maduras, sauddveis e sem
danos aparentes. As amostras foram
armazenadas, identificadas e
submetidas a processos de assepsia para
posterior extracdo.

2.2. Preparacao dos extratos

Os extratos orgdnicos foram obtidos
a quente até o esgotamento do material
vegetal. Os extratos foram filtfrados e
concentfrados em rotaevaporador € o
volume residual do solvente foi eliminado
a temperatura ambiente, em capela de
exaustdo. Apds secagem completa, os
extratos seguiram para local ao abrigo da
luz afim de preserva-los e sob
refrigeracdo, até a utilizacdo (SIMOES et
al., 2017). Foram obtidos trés extratos de
cada espécie, nomeados PAAT, PAA2 e
PAA3 e PAB1, PAB2 e PARBS.

2.3. Desreplicacao dos extratos
2.3.1. Cromatografia liquida de
eficiéncia (CLAE)

Foi utilizada a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para identificar
as principais substdncias contidas nos

alta

extratos, estabelecendo seu perfil
quimico prévio (COLLINS et al., 2006).
utilizou-se um cromatédgrafo  liquido
Shimadzu modelo Lc-20AT prominence,
degaseificador DGU-20AS, injetor
automdtico de amostras SIL-20A  HT,
comunicador de modulos  CBM-20,

detector de arranjo de diodos SPD-M20A
e software LCsolutions. Empregou-se uma
coluna Luna 5u C18(2) 100 A 250x4,6 mm
(Phenomenex), e acetonitrila (B) e agua
acidificada com 0,1% de dcido formico
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(A) como fase movel, a 0,8 mL/min em
corrida de 25 minutos, no seguinte
gradiente: de 60 a 100 % de B em 10
minutos, mantendo por 2 minutos; de 100
a 60 % de B em oito minutos, mantendo
por mais 5 minutos e encerrando a
corrida.

Pesou-se 0,10 g das substancias
padroes (4cido caféico, dcido p-
cumdarico, dacido gdlico, capsaicina e di-
hidrocapsaicing, escopoleting,
kaempferol, naringenina, quercetina e
rutina) e solubilizou-se em 1 ml de solvente
(500ul de Acetonitrila + 500ul de Metanol).
Em seguida, foram aplicados em vials
400ul de solvente e 400ul da solucdo
padrdo e monitorados a 254 nm. As
amostras foram preparadas de forma
semelhante aos padroes, usando 0,10 g

dos extratos solubilizados em 1 ml de
solvente (acetonitria ou metanol) e
distribuidos em vials. Todos oS

experimentos foram feitos em friplicata.

2.3.2. Espectrometria de massa
As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas

em tandem com ionizacdo por
eletronebulizacdo (UHPLC-ESI-MS/MS),
utilizando um cromatégrafo  liquido

acoplado a um espectrometro de massa
com um analisador de massa do tipo
triplo quadrupolo (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA).

As separacdes cromatogrdaficas
foram realizadas em uma coluna de
Kinetex C18 de 30 x 4,6 mm, com
particulas de 2,6 um e tamanho de poro
de 100 A (Phenomenex, Torrance, EUA),
utilizando uma fase movel bindria. O
solvente A foi dgua ultrapura e o solvente
B foi metanol. Uma eluicdo em gradiente
a 28 °C foi realizada como se segue: 0-3
minutos, 58 % B; 3-7 minutos, 58-100 % a um
fluxo de 0,4 mL / minutos. A temperatura
do auto-amostrador foi mantidaa 15°C e
o volume de injecdo foi de 2 pL.

A ionizacdo ocorreu por
electropulverizacdo em modo negativo.
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Os espectros de massa foram adquiridos
em m/z de 50 a 1000, e os espectros de
massa em tandem readlizados por
dissociacdo induzida por colisdo de ions
precursores previamente isolados no
sistemna  triplo  quadrupolo. Utilizou-se
argbnio como gds de colisdo. Os
par@metros de ionizacdo foram: tensdo
capilar -4,5 kV, tensdo do cone 5V, gds
de bainha 25 arb, gd&s auxiliar 5 arb. As
energias de colisdo foram aplicadas
como umarampa crescente de2a 50 eV.
Em seguida, os dados espectrais obtidos
foram interpretados manualmente por
comparacdo com dados da literatura.

2.4. Viabilidade celular/ citotoxicidade

O ensaio do Alamar Blue® foi
realizado conforme metodologia descrita
por Ahmed et al. (1994), em microplaca
de 96 pocos, utilizando as linhagens ndo-
tumorais (MRC-5). As células foram
transferidas para microplacas de 96
pocos na densidade 0,5x104 células por
pPOCo, e permaneceram em estufa a 37°C
com 5% de COa. Apds 24 horas, as células
receberam o tfratamento com as
substancias na concentracdo de 20 uM.
Como controle negativo foi utilizado o
dimetilsulféxido (DMSO) (0,1%), e como
controle positivo a Doxorrubicina na
concentracdo de 5,0 uM. O periodo de
fratamento foi de 72 horas, com a placa
mantida em estufa a 37°C com 5% de
COa. ApOs esse periodo foi adicionado 10
uL do Alamar blue (0,02%), posteriormente
foi feita a leitura das placas em leitor de
microplaca, nos comprimentos de onda
de excitacdo de 530 nm e emissdo de 590
nm.

2.5. Liberacdao de NO° por macréfagos
ativados

Os macréfagos murinos J774 foram
plagueados na densidade 1 X 10¢
células/mL em placas de 96 pocos
seguindo-se adesdo por 24 horas a 37 °C,
em 5 % de CO2. Apds aderéncia, o meio
foi retrado e adicionado o meio de
cultivo RPMI 1640 com 1 % de soro fetal
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bovino com volume de 100 uL/poco. As
células foram estimuladas pela adicdo de

lipopolissacarideo  (LPS) e  tratadas
juntamente com os exitratos na
concentracdo de 50 pg/mL. Como

confrole negativo utilizou-se somente o
meio de cultura. Em seguida, as células
foram incubadas por 24 horas a 37 °C, 5%
de CO2 e o sobrenadante celular foi
coletado para a andlise de nitrito.

Para a determinacdo da producdo
de NOe¢, 100 yL do sobrenadante celular
foi submetido dreacdo com igual volume
do reagente de Griess, que foi preparado
utilizando solucdes estoques de cloreto
de naftiletilienodiamina (0,1%) dissolvido
em dacido fosférico 5% e de sulfanilamida
a 1% dissolvida em dacido fosférico 5%, que
forom adicionadas na proporcdo 1:1.
Apds o periodo de incubacdo de 10
minutos, fez-se a leitura da absorbdncia a
560 nm. O cdiculo das concentracdes de
NO- foi feito indiretamente por medicdo
do NO2* (forma oxidada do NOe¢, mais
estével) presente no sobrenadante, com
base em curvas-padrédo  utilizando
diferentes concentracdes de nifrato de
sodio (15 uM até 1000 uM) (VERMA et al.,
2012).

2.6. Atividade anti-angiogénica

Ovos de galinha fertilizados foram
incubados em uma incubadora
automdtica e digital Chocmaster®, na
posicdo horizontal, a temperatura de
37.5°C e sob umidade relativa do ar de
33%. Apds 48 h, uma pequena janela de 5
mm de diGmetro foi aberta na casca, na
regido onde se localiza a cdmara de ar
do ovo e assim, uma quantidade de
cerca de 3 mL de clara foi refirada a fim
de se evitar a aderéncia dos embrides nas
membranas ovulares. Em seguida, outra
janela, agora com cerca de 15 mm de
diéGmetro foi aberta na regi@do do ovo
posicionada acima da regido da
membrana corioalantdica dos embrides.
As janelas foram fechadas com fita
isolante para minimizar a perda de
umidade. Os embrides foram incubados
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por mais 72 h, quando um disco de
metilcelulose (1,5%) embebido com 10 uL
de extratos nas concentracdes de 1000
ug/mL, 500 ug/mL e 100 uyg/mL diluidos
com dlcool etillico foram implantados
sobre 0s vasos sanguineos no terco
externo da membrana corioalantéica. O
orificio foi novamente fechado e a
incubacdo prosseguiu por mais 48 h. A fita
foi refrada e os dados referentes ao
desenvolvimento embriondrio e vascular
na regido de implantacdo do disco foram
registrados com uma cdmera fotogrdfica
com aumento de 20x, e asimagens foram
ufiizadas para contagem de vasos
sanguineos que interceptam o disco e
vasos presentes na vizihhanca em uma
drea de 0,9 cm2. Os resultados foram
expressos como percentual de vasos *
desvio-padrdo.

2.7. Desenvolvimento do Protétipo
Formulacdo de xampu contendo o
extrato mais ativo foi manipulada de
acordo com a Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2012), a qual foi analisada pelo
teste de  estabiidade  acelerada
recomendado pelo Guia da Agéncia
Nacional de Vigiléncia Sanitdria para

estabilidade de Produtos Cosméticos
(BRASIL, 2004).
3. Resultados e Discussio

Os rendimentos dos extratos de MRP
e PCH nos solventes diclorometano e
acetato de efila foram, respectivamente:
14,9 g, 18,61 g, 27,90 g e 14 g. Ndo foi
possivel calcular fidedignamente o
rendimento final dos extratos metandlicos
por problemas na secagem dos mesmos.
Analisando-se os cromatogramas obtidos
por CLAE, ndo foi possivel afirmar,
inequivocamente, a presenca das
substancias pesquisadas, uma vez que o
sistemna cromatogrdfico precisaria de
otimizacdo. Sendo assim, deu-se
preferéncia & readlizacdo de uma
segunda técnica, a espectrometria de
Massas, que permitiria comparar os picos
de ion molecular com dados da literatura.
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Com essa técnica foi possivel identificar
algumas subst@ncias nos extratos, como
mostra o quadro 2, onde estdo listadas

somente as substGncias com algum
interesse farmacoldgico.

Quadro 2. Substéncias identificadas nos extratos com base na comparacdo dos ions moleculares

com dados da literatura.

Amostra Modo negativo Modo positivo
TR m/z Substancia TR m/z Substancia
255 Pinocembrina 115,98 Capsaicina D3
PAAT 0,99 . 5,61 180,81 Acido caféico
328,92 Capsaicina 306,85 Capsaicina
PAA3 2,97 190,87 Escopoletina
PABI o 6,97 305,98 Capsaicina
- " 180,76 Acido caféico
PAB2 2,47 166,87 Acido vanilico 6,04 305.87 Capsdicing
140,96 Capsaicina D3
PAB3 >18 797,91 | Galato de efila

TR: tfempo de retencdo em minutos. Nenhuma substancia foi identificada no extrato PAA2.

Nenhuma das amostras apresentou
citotoxicidade frente a fibroblastos
humanos MRC-5, o que sugeriu relativa
seguranca e permitiu realizar o ensaio de
inibicdo da formacdo do éxido nitrico por
macrofagos ativados por LPS. Nesse teste,
os extratos PAA1 e PAA2 apresentaram
interessante capacidade de inibicdo da
formacdo do Oxido nitrico, sendo
considerados os mais ativos.

150+

-
o
=]

NO® (umollL)

a
o

1] ]

0 LPS DCL ACE

Concentragéo (ug/mL)

Figura 1. Efeito dos exiratos PAAT e PAA2 na
producdo de oéxido nitrico por macréfagos
ativados.

Um dos principais fatores relacionados a
alopecia é a apoptose nos foliculos
capilares. Em paralelo, hd muito é sabido
0 papel do éxido nitrico, um radical com
diversas  atfividades fisioldgicas no
organismo humano, como mediador da
apoptose celular. Nesse sentido, muitos
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produtos antialopécia tém focado no
mecanismo antioxidante para inibir a
apoptose (MARTINEZ-JACOBO et al., 2018;
SNYDER et al., 2009). Sendo assim, as
atividades apresentadas PAA  sdo
interessantes e podem indicar um
potencial anti-alopécia.

Observando-se os resultados, os extratos
PAA1 e PAA2 foram os mais promissores.
Na mais baixa concentracdo testada
(100 pg/mL), causaram poucos danos Na
vascularizac@do dos embrides, embora
ainda seja  preciso  investigar  se
concenfracoes ainda menores teriom o
efeito pré-angiogéncio desejado. Os dois
extratos também foram os mais
promissores no teste de inibicdo do éxido
nitrico. Contudo, levando em
consideracdo o perfil guimico, foi possivel
indentificar subténcias apenas no extrato
PAA1. Capsaicina é um conhecido
marcador quimico de pimentas e, entre
outras atividades, estudos clinicos tém
mostrado sua eficdcia como tratamento
auxiliar da alopecia androgénica, e
sugere-se que ela atue bloqueando a
inibicdo do crescimento capilar (LEE &
LEE, 2017; PATOWARY et al, 2017). Por sua
vez, a pinocembrina € um flavonoide
com interessantes antividades
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anfioxidante e anti-inflamatoria (RASUL et selecionado para ser incorporado em um
al. 2013). Dessa forma, o PAA1l foi protétipo de xanpu.

500 pg/mL

TOXKIC

1000 mg/mL

Figura 2. Efeito dos extratos de pimentas amazdbnicas na vascularizacdo de ovos de galinha
fertilizados. Sequéncia das linhas, de cima para baixo: PAAT, PAA2, PABT, PAB2 e PAB3. CN: controle
negativo. Todas as concentracdes de PAA3 foram tdxicas.
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Figura 2. Afividade anti-angiogénica dos extratos de pimentas amazénicas. Sequéncias das lefras:
PAAT, PAA2, PAB1, PAB2 e PAB3. CN: confrole negativo. Todas as concentracdes de PAA3 foram
toxicas. . n=3. **p < 0,001 versus controle negativo.

A base do xampu foi elaborada
conforme instrucoes Farmacopeia
Brasileira e o extrato foi incorporado na
concentracdo de 100 pg/mL. Ajustou-se o
pH da formulacdo para 7 com dcido
citrico. Deixou-se descansar por um dia
para a refirada das bolhas. No dia
seguinte  colocou-se 100 ml da
formulacdo em um cdlice. Pesou-se a
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quantidade necessdria  da amostra,
colocou-se em um gral e misturou
gradualmente com a formulacdo a
ponto de homogeneizar por completo.
Transferiuv-se a amostra do gral para o
cdlice e homogeneizou com a
formulacdo completa. O protdtipo se
demonstrou estével (ndo formou fases)
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durante a preparacdo e adicdo do foram para temperatura ambiente. As
extrato. caracteristicas organoléticas das

A formulacdo foi armazenada em amostras mantiveram-se sem alteracoes
potes de vidro para verificar estabilidade. durante todo o periodo de andlise. O pH
O teste de estabilidade foi observado em também ndo foi alterado com o tempo, o
um periodo de 24h, 48h, 72h, 15 dias e 30 que demonstra que ndo houve
dias, em temperatura ambiente, em alteracdes quimicas na formulacdo. A
estufa (50 °C) e sob refrigera¢cdo (-10°C). amostra  submetida a congelamento
Duas amostras foram para o congelador, retornou ao aspecto inicial apds alguns
duas amostras foram para a estufa e duas minutos em temperatura ambiente.

o R . e - T R - e AN S
Figura 3. Protdtipo de xampu contendo o extrato PAAT apds 25 dias de observacdo no teste de
estabilidade acelerada. A: temperatura ambiente, estufa (50°C) e congelador (-10°C),
respectivamente. B: mesmas amostras apds alguns minutos em temperatura ambiente.

4. Conclusao oportunidade na iniciacdo cientifica e
Entre as amostras testadas, o extrato tecnologica.

PAA1 apresentou interessante perfil

quimico, com moléculas potencialmente 6. Divulgacao

ativas contra alopecia, ndo foi citotdxico Este artigo é inédito e ndo esta

para células humanas, mostrou sendo considerado para qualquer outra

capacidade de inibicdo da formacdo de publicacdo. O(s) autor(es) e revisores Nndo

oxido nitrico, um importante mediador de relataram qualquer conflito de interesse

apoptose, ndo inibiu a formacdo de vasos durante a sua avaliacdo. Logo, a revista

sanguineos em embrides de galinha e Scienfia  Amazonia detém os direitos

apresentou compatibilidade fisico- autorais, tem a aprovacdo e a permissdo

qguimica com formulacdes de xampu. dos autores para divulgacdo, deste

Sendo assim, esse exitrato €& um artigo, por meio eletrénico.

interessante candidato para a

confinuidade de estudos sobre seu 7. Referéncias
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