UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos

Area de Producéo e Controle Farmacéuticos

Fotoprotetores bioativos contendo extrato de mirtilo (Vaccinium

myrtillus L.): Caracterizagéo fisico-quimica e funcional

Nadia Ruscinc

Dissertacao para obtencéo do titulo de

Mestre

Orientador:
Prof. Dr. André R. Baby

Sao Paulo
2018



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Programa de Pos-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos

Area de Producéo e Controle Farmacéuticos

Fotoprotetores bioativos contendo extrato de mirtilo (Vaccinium

myrtillus L.): Caracterizagéo fisico-quimica e funcional

Nadia Ruscinc

Versdo corrigida da Dissertagcao conforme resolucao CoPGr 6018.

Dissertacdo para obtencédo do titulo de
Mestre

Orientador:
Prof. Dr. André R. Baby

Sao Paulo
2018



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalogréfica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o programa desenvolvido pela
Secédo Técnica de Informatica do ICMC/USP e adaptado para a Divisdo de Biblioteca e
Documentacgdo do Conjunto das Quimicas da USP Bibliotecaria responsével pela orientacdo de
catalogacéo da publicacdo: Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Ruscinec, Nadia
R668E Fotoprotetores biocativos contendo extrato de
mirtilo (Vaccinium myrtillus L.): Caracterizacdo
fisico-quimica e funcional / Nadia Ruscinc. - S&o
Paulo, 2018.
107 p.

Dissertacdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&8c Paulo.
Departamento de Farmacia.

Orientador: Baby, 2Andre R.

1. Vaccinium myrtillus L.. 2. Atiwvidade
Antioxidante. 3. Fotoprotetor Bicativo. 4.
Fotoprotegdo. I. T. II. Baby, Andre R., orientador.




Nadia Ruscinc

Fotoprotetores bioativos contendo extrato de mirtilo (Vaccinium

myrtillus L.): Caracterizagéo fisico-quimica e funcional

Comissao Julgadora
da

Dissertacéo para obtencéo do Titulo de Mestre

Prof. Dr. André Rolim Baby

Orientador / Presidente

1% examinador

20 examinador

3% examinador

4% examinador

Sao Paulo, de de 2018.




Dedicato6ria

Aos meus pais, Adelaide (in memorian) e Joao, por terem me ensinado a cultivar o

amor pelos estudos e conhecimento. Muito obrigada!

Ao meu marido muito amado, Beni, pelo seu amor, carinho, atencdo e apoio

incondicional desde sempre! Imensa gratidao!

Ao meu irmao, Valdir, por seu amor e carinho.



Agradecimentos

Ao meu orientador, incentivador e mestre Prof. Dr. André R. Baby, por acreditar em
mim e compartilhar, sempre com muito carinho, seus valiosos conhecimentos. Minha

eterna gratidao!

Ao Prof. Batistuzzo, pelo exemplo profissional, amizade, confianga, apoio e valiosos

ensinamentos

As queridas, Prof.2 Dr.2 Nilsa Sumie Yamashita Wadt e Prof.2 Dr.2 Camila Areias
de Oliveira pelo conhecimento e valiosas contribuicbes durante o exame de
qualificacao.

Ao Prof. Dr. Felipe Rebello Lourenco, pela paciéncia e suporte estatistico.

A Prof.2 Dr.2 Maria Valéria Robles Velasco e a Dr.2 Yukiko Eto pelo apoio e

ensinamentos.

Aos amigos e técnicos de laboratério Dr.2 Claudinéia Aparecida Sales de Oliveira

Pinto e Edgar Muniz Junior pela amizade e ensinamentos.

A todos os professores do Programa de POs-Graduacdo em Farmaco e

Medicamentos por compartilharem seus conhecimentos e experiéncias.

Aos queridos amigos e colegas académicos Thamires, André Daneluti, Rafael e

Rebeca (IC), pela amizade, carinho e imenso apoio em todos os momentos.

Aos parceiros de vida académica Alexandra, Gabriela, Mirela, Alberto e Paulo,

pelo carinhoso convivio e crescimento intelectual.

Ao David Olimpio de Lima Filho pela paciéncia e apoio técnico-administrativo.



Ao Instituto de Pesquisa Integrada, pela parceria nos ensaios clinicos e a Fernanda

Daud Sarruf pela atencéo.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, pelo

suporte técnico-cientifico e desenvolvimento humano.

A todos que contribuiram para realizacdo dessa etapa da minha vida.

Muito obrigadal!l



“So enfrenta o desafio da escalada quem acredita que a vista la de cima € mais
bonita. ”
Autor desconhecido



RESUMO

Ruscinc, Nadia. Fotoprotetores bioativos contendo extrato de mirtilo
(Vaccinium myrtillus L.): Caracterizacao fisico-quimica e funcional, 2018. 103f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Os efeitos deletérios causados pela radiacdo ultravioleta (UV) e o aumento
significativo no diagnéstico de cancer de pele, confirmam a necessidade de um
progresso significativo na pesquisa de produtos fotoprotetores eficazes e seguros,
para protecdo eficaz da pele. As formulacdes atuais associam filtros UV, organicos
e inorganicos, com eficacia limitada e que podem acarretar reacfes cutaneas
adversas. O extrato de Vaccinium myrtillus L. (EVM) apresenta em sua composi¢ao
compostos fendlicos, como as antocianinas, que possuem atividade antioxidante. O
objetivo deste estudo foi avaliar formulacdes fotoprotetoras contendo extrato de
Vaccinium myrtillus L. com amplo espectro de agcéo e concentra¢gdes reduzidas de
filtros UV. As emulsdes contendo ou ndo EVM e filtros organicos (octocrileno e
metileno bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol) e inorganico (dioxido de titanio)
foram avaliadas e consideradas estaveis perante parametros pré-definidos. O perfil
de seguranca foi determinado pelo método in vitro Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM) e o potencial antirradicalar do EVM foi confirmado pelo
teste de DPPHe. A formulacéo fotoprotetora acrescida de 5,0% de EVM foi avaliada
quanto a eficicia fotoprotetora in vivo e in vitro e ndo demonstrou aumento
significativo no FPS quando comparada a formulacdo que continha somente 0s
filtros solares e, no ensaio referente a hidratacdo da pele, ndo houve alteracdo nos
dados, segundo teste de eficacia clinica. Os resultados obtidos sugeriram que
mesmo nao apresentando aumento no valor de FPS in vivo, a formulag&o
fotoprotetora contendo o extrato, poderia atuar como agente antioxidante evitando

os danos provocados pela radiagao UV.

Palavras-chave: Vaccinium myrtillus L. Atividade antioxidante. Fotoprotetor

Bioativo. Fotoprotecéo.



ABSTRACT
Ruscinc, Nadia. Bioactive sunscreens containing blueberry (Vaccinium
myrtillus L.): physicochemical and funcional characterization. 2018. 103f.
(Master Dissertation) — Faculty of Pharmacy Sciences, University of Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2018.

The deleterious effects caused by ultraviolet radiation (UV) and the significant
increase in the diagnosis of skin cancer confirm the need for significant progress in
researching effective and safe sunscreen products for effective skin protection.
Current formulations associate UV, organic and inorganic filters with limited efficacy
that can lead to adverse skin reactions. Vaccinium myrtillus extract (EVM) contains
in its composition polyphenols compounds, such as anthocyanins, which have been
antioxidant activity. The objective of this study was to evaluate sunscreens
containing EVM with broad action spectrum and reduced concentrations of UV
filters. Emulsions containing or not EVM and organic (octocrylene and methylene
bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol) and inorganic (titanium dioxide) filters
were evaluated and considered stable under pre-defined parameters. The safety of
the emulsion was assessed was determined by the in vitro Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane method (HET-CAM) and the antiradical potential of EVM
was confirmed by the DPPH?- test. The sunscreen formulation containing EVM 5.0%
was photoprotective efficacy evaluated in vivo and in vitro and did not show a
significant increase in SPF when compared the formulation only with UV filters and
no improves skin hydration, according to clinical efficacy assay. The results of the
study suggest that even without increase SPF in vivo, the sunscreen formulation
containing the extract may show antioxidant activity avoiding damage caused by
uVv.

Keywords: Vaccinium myrtillus L. Antioxidant activity. Bioactive sunscreen.

Photoprotection.
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1. INTRODUCAO

Em funcdo da conscientizacdo quanto a necessidade de protecdo da pele
para prevencado dos efeitos deletérios provocados pela radiacédo ultravioleta (UV),
como eritema, fotoenvelhecimento, cancer e imunossupressao, devido a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), ha a necessidade de avan¢os na
pesquisa e desenvolvimento de fotoprotetores que possibilitem protecdo espectral
completa e que sejam seguros e eficazes. Esses produtos para protecado solar,
devem garantir amplo espectro de protecao e, visando essas propriedades, conter
em sua composicao filtros solares quimicos (organicos), fisico (inorganico) ou uma
associacdo de ambos, além de apresentar fotoestabilidade e absorver e/ou refletir as
radiagbes UVA e UVB (CESTARI; OLIVEIRA; BOZA, 2012).

O uso de protetores solares de amplo espectro e que apresentem reduzidas
concentracfes de filtros solares quimicos, comparado aos existentes no mercado,
evitaria o risco iminente de permeacédo cutanea dessas substancias quimicas e, por
conseguinte o aparecimento de eventos adversos (FLOR; DAVALOS; CORREA,
2007; JANSEN et al., 2013).

As formulacdes antissolares fotoinstaveis podem levar a formacdo de
compostos intermediarios reativos, exacerbando o risco de provocar reacfes
adversas ndo esperadas como dermatite de contato e reacdes fototdxicas na pele. A
comunidade cientifica empenha-se na busca por métodos alternativos a
experimentacdo animal para comprovar a seguranca e evitar o aparecimento dos
efeitos ndo desejaveis dos produtos, como o0 ensaio Hen's Egg Test -
Chorioallantoic Membrane method (HET-CAM) que utiliza ovo de galinha
embrionado e os resultados sdo comparados aqueles obtidos no teste de Draize in
vivo (ALLTOX, 2016).

Visando ampliar o desempenho, eficacia e a seguranca da fotoprotecao, os
bioativos sdo promissores por apresentarem propriedades antioxidantes
(HABANOVA et al., 2013), podendo atuar em sinergismo com os fotoprotetores ao
minimizar os efeitos prejudiciais da radiagdo solar na pele e, simultaneamente,
reduzir os danos decorrentes da formacdo das ERQO’s, possibilitando assim, a
diminuicdo das concentracdes dos filtros solares sintéticos, sem alteracdo da
eficacia (LOPES et al., 2007).



Dentre as substancias bioativas, o Extrato de Vaccinum Mirtyllus L. (EVM -
mirtilo) é considerado como fonte rica em fitonutrientes que apresentam
caracteristicas antioxidantes, antiinflamatérias e protetoras frente a radiacao

ultravioleta (KUSKOSKI et al., 2004).

O mirtilo possui alto teor de polifendis, principalmente de antocianinas
(SILVEIRA, VARGAS; ROSA, 2007) fitoquimicos que fazem parte da classe dos
flavonoides e reconhecidos pelo potencial fotoprotetor (BOBIN; RAYMOND,
MARTINI, 1995). As antocianinas sdo pigmentos solUveis em agua, que apresentam
atividade antioxidante, possuem croméforos e anéis aromaticos capazes de
absorver a luz na regido do visivel (CRETU; MORLOCK, 2014; FREITAS, 2005).

No presente estudo buscou-se investigar a seguranca e eficacia fotoprotetora
clinica de protetores solares contendo EVM associado a trés filtros solares com
caracteristicas complementares para a fotoprotecdo de amplo espectro, a saber,
octocrileno (filtro organico - fotoprotetor UVB), Methylene Bis-Benzotriazolyl
Tetramethylbutyl phenol (filtro de amplo espectro — fotoprotetor UVA) e Didéxido de
Titanio (filtro inorgénico — fotoprotetor UVA/UVB). A atividade antioxidante do mirtilo
foi avaliada in vitro, o fator de protecéo solar in vitro (FPS) e a fotoestabilidade das
formulacdes foram avaliadas por espectrofotdmetro de refletancia difusa com esfera
de integracdo. O perfil de seguranca foi determinado pelo método in vitro Hen’s Egg
Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM), a eficacia da protecdo solar in vivo

(FPS) e a hidratacdo superficial da pele foi determinada por meio da eficacia clinica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radiacao Ultravioleta

A quantidade de radiagédo ultravioleta (UV) que atinge a Terra aumentou
acentuadamente nos ultimos anos e os efeitos prejudiciais acontecem mesmo com
tempo de exposicao curto a radiacao solar (JANSEN et al., 2013). Os danos agudos
observados podem ser eritemas, queimaduras, fotossensibilidade induzida por
medicamentos e ha provas irrefutaveis de que a exposi¢cao da pele a radiacdo UV,
promove o0 desenvolvimento prematuro do fotoenvelhecimento cutaneo e,
eventualmente, a neoplasia (ICHIHASHI et al., 2009).

O cancer de pele figura como o mais frequente na populacdo mundial e o
fator de risco principal a excessiva exposi¢ado a radiacao solar. No Brasil, no ano de
2016, foram estimados 175.760 novos casos de céncer de pele ndo-melanoma para
os homens e, 94.910, para mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 81,66 novos casos a cada 100 mil homens e 91,98 para cada 100 mil
mulheres. Observando-se um aumento no risco de apresentar a doenca de mais de
8,0% para os homens e 9,0% para as mulheres (INCA, 2017).

O espectro solar terrestre encontra-se distribuido como segue: a luz visivel ou
branca, a radiacdo UV e a radiacdo infravermelha (IV).

A radiacdo UV esta subdividida em radiacdo UVA (320 — 400nm), que pode
ser classificada em UVA | (340 — 400nm) e UVA Il (320 — 340nm) — responséaveis
pela pigmentacdo imediata de curta duracdo; radiacdo UVB (290 — 320nm) —
responsavel pelo bronzeamento indireto e tardio; e radiagdo UVC (100 — 290nm)
absorvida pela atmosfera (GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-
CALZADA, 2008; CORREA, 2012).

A radiagdo UVA esta relacionada ao fotoenvelhecimento, formagéo de
espécies reativas de oxigénio e fotodermatoses, sendo responsavel pela
pigmentacdo da pele. Atinge a derme profunda, tornando-se o principal fator
responsavel pelos processos degenerativos, mutacdes, fotossensibilizacdo, podendo
ter como resultado no aparecimento de cancer (WANG; BALAGULA;
OSTERWALDER, 2010). A radiagdo UVB possui menor penetragdo atraves da pele,

mas seus efeitos sdo extremamente nocivos e imediatos; induz o eritema,



queimadura e provoca danos diretamente no DNA devido a formacéo de dimeros de
piridina, além de queimaduras, cancer de pele e catarata (PINNELL, 2003).

Apesar da radiacdo UVB ser o principal agente etiologico responsavel pelo
desenvolvimento da maioria dos tipos de cancer de pele (GONZALEZ;
FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008), a radiacdo UVA pode
provocar danos de forma indireta no DNA. Esses danos podem ser observados por
meio da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SAMBANDAN;
RATNER, 2011) e atuam sinergicamente com UVB, promovendo alteracdes
biolégicas significativas, como ressecamento da pele, formacado de rugas e aumento
do risco de neoplasias cutaneas (WANG; BALAGULA; OSTERWALDER, 2010).

A comunidade médica orienta sobre a necessidade da utilizacdo diaria de
produtos que contenham compostos ativos com a finalidade de protecéo solar e que
promovam adequada protecdo da pele em toda faixa de radiacdo UVA e UVB
(NISHIKAWA, 2012). Esse tipo de protecdo, com a utilizagdo de protetores solares,
€ a principal abordagem para prevencéo de danos causados a pele, pela exposi¢cao

excessiva a radiacao solar (ICHIHASHI et al., 2009).

2.2 Protecéo Solar

Os protetores solares tém como finalidade proteger a pele das radiacées UVA
e UVB, sendo fator chave na prevencéo do cancer de pele e do fotoenvelhecimento
(GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008), que
consiste numa medida profilatica para evitar o acumulo das altera¢cbes cutaneas
resultantes da exposicéo ao sol (CABRAL; PEREIRA; PARTATA, 2011).

Protetores solares sdo preparacdes cosmeéticas desenvolvidas em diversas
formas como bastbes, géis oleosos, emulsdes agua em 0leo (A/O) e emulsdes 0Oleo
em agua (O/A), as quais apresentam maior protecdo (FLOR; DAVOLOS; CORREA,
2007). As formulacdes de fotoprotetores podem ser compostas por filtros inorganicos
(fisicos), que refletem a radiacdo UVA e UVB, ou por filtros organicos (absorvedores
quimicos), que absorvem a UVA e UVB ou ambos para potencializar o fator de
protecdo solar (FPS) obtido. S&o moléculas ou complexos moleculares que
absorvem, refletem ou dispersam a radiacédo UV, evitando danos a molécula de DNA
(BALOGH et al., 2011).



Os produtos naturais que contém grupamentos cromoforos e anéis
aromaticos como os flavonoides, carotenoides, xantinas, acido ascoérbico e &cido
hidroxicinamicos, sdo empregados nas formulacbes fotoprotetoras devido as
propriedades antioxidantes, minimizando os efeitos deletérios provocados pelas
espécies reativas de oxigénio (PARK; LEE, 2008; SARAF; KAUR, 2010). Esses
efeitos protetores foram comprovados no mirtilo, que por apresentar atividade
antioxidante, representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
protetores solares multifuncionais (CALO; MARABINI, 2014).

2.2.1 Filtros Solares Organicos

Os filtros quimicos ou organicos sdo compostos aroméaticos conjugados,
contém grupamentos aceptores e doadores de elétrons, que, por meio de
ressonancia, absorvem a radiacdo UV, transformando-as em radiacdo com menor
energia e seu excesso é dissipado na forma de calor, sendo assim, menos deletéria
ao organismo (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).

Os filtros orgéanicos séo classificados de acordo com a sua capacidade
filtrante, a saber, UVA, UVB e de amplo espectro (UVA e UVB) (SCHALKA; ADDOR,
2008). Sao Moléculas que exercem protecao frente a radiagcdo UVA (benzofenonas,
avobenzona), radiacdo UVB (acido p-aminobenzéico - PABA e seus derivados,
cinamatos, salicilatos e octocrileno) e amplo espectro, que promovem protecéo
contra radiacdo UVB e UVA (CORREA, 2012; PALM; O'DONOGUE, 2007).

Visando a protecdo de amplo espectro, diversos produtos utilizam
combinacgdes de diferentes filtros solares para ampliar a eficacia dos fotoprotetores
(BALOGH et al,, 2011), essa estratégia otimiza a fotoestabilidade dos filtros
organicos, evitando a fotoinstabilidade durante a exposi¢do solar, mantendo a
eficacia da fotoprotecdo e evitando reagfes de fotosensibilizagdo na pele. (JANSEN
et al., 2013).

O octocrileno (2-ciano-3,3-difenilacrilato de 2-etilexila), de acordo com a
Figura 1, & um filtro fotoestavel e apresenta um espectro de agdo de 290-360nm,
com pico de absorgcéo a 307nm. A substancia possui excelente perfil de seguranca

(baixa irritabilidade, fototoxicidade e potencial fotoalérgico). E considerado, nos



Estados Unidos, o melhor agente fotoestabilizante para filtros solares, como a
avobenzona (NASH, 2006).

Figura 1: Estrutura quimica do octocrileno

N
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Fonte: Elaborado pela autora

2.2.2 Filtros Solares Inorganicos

Os filtros inorganicos séo Oxidos metélicos, insoliveis em &agua ou
substancias graxas e protegem a pele por reflexdo ou espalhamento da radiacéo
UV. Tais filtros atuam formando uma barreira sobre a pele, capaz de refletir e
dispersar a radiacdo UV. O diéxido de titanio (TiO2) e o 6xido de zinco (ZnO) séo
exemplos de filtros inorganicos, que possuem alto indice de refracdo da radiacao e
sdo 0s responsaveis pela opacidade e coloracdo branca dos fotoprotetores
(CORREA, 2012; SAMBANDAN; RATNER, 2011). O TiO2 é o filtro inorganico mais
utilizado em formulacbes para protecdo, pois € um pigmento branco que nao
provoca fotosensibilizacdo, porém forma uma pelicula branca na pele, pouco
estética e pouco desejavel pelo consumidor (CORREA, 2012). Esse residual esta
relacionado ao TiO2 apresentar indice refrativo de 2,6, explicando assim, a
aparéncia branca quando aplicado na pele (WANG; BALAGULA; OSTERWALDER,
2010).

As formulagdes contendo TiO2 e ZnO, quando comparadas as que contém
apenas filtros organicos, apresentam residual branco observado tanto
imediatamente quanto apos 30 minutos da aplicacdo e sendo pouco apreciadas
pelos usuarios de fotoprotetor (WANG; BALAGULA; OSTERWALDER, 2010).



No inicio dos anos 1990 novas apresentacdes de filtros inorganicos foram
desenvolvidas como TiO2 e ZnO micronizados (BALOGH et al., 2011), minimizando
o residual branco observado na pele quando efetuada a aplicacdo de formulacbes
contendo os citados materiais (SERPONE; DONDI; ALBINI, 2007).

Lima e Serra (2013) sintetizaram e caracterizaram o fosfato de cério (CeP0O4),
gue possui atividade fotoprotetora e vantagens sobre o TiO2 e o0 ZnO como menor
atividade catalitica, menor reflexdo na visivel e maior absor¢cdo UV. O CePO4
apresenta baixo indice refrativo, propriedade que confere ao mesmo e as
formulagBes que os contém, a capacidade de difundir a luz com menor eficiéncia,
apresentando assim, residual branco semelhante aos fotoprotetores que contém
somente os filtros organicos (LIMA; SERRA, 2013).

2.2.3 Filtros Solares de Amplo Espectro

O Tinosorb® M (methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol - MBBT)
€ um filtro fotoestavel que apresenta associacdo de filtros organicos e inorganicos
(ANTONIOU et al., 2008). Possui espectro de acdo que abrange até UVA | (340 —
400nm), com pico de absorcao a 388nm conforme Figura 2. Apresenta-se na forma
de dispersdo aquosa de microparticulas organicas (0,07 - 0,40um) e comportam-se
como micropigmentos, que absorvem a radiacdo UV e sdo capazes de refleti-las e
disperséa-las (CORREA, 2012; LAUTENSCHLAGER; WULF; PITTELKOW, 2007).

Figura 2: Espectro de absor¢édo e Estrutura quimica do MBBT (TUCHINDA et al.,
2006)
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As formulacbes fotoprotetoras que protegem contra o UVA e UVB contém
oxibenzona, metoxicinamato de octila, dentre outros filtros orgéanicos. Esta escolha
da-se pelo fato desses ndo apresentarem residual branco quando aplicados na
superficie da pele, sendo um excelente apelo cosmético (RAI; SHANMUGA;
SRINIVAS, 2012), entretanto, os filtros solares organicos podem interagir com as
moléculas da pele e provocar efeitos adversos, causando fotosensibilizagdo ou
dermatite de contato (DROMGOOLE; MAIBACH, 1990).

Visando obter protecdo solar de amplo espectro, faz-se necessaria a
associacao de filtros UVA e UVB (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Ademais, é
fundamental para a garantia da eficAcia dos protetores solares que estes sejam
fotoestaveis e permanecam assim, durante o periodo de exposicéo a radiacao.

A associacao sinérgica de substancias de origem natural que possuem
atividade antioxidante (SAEWAN; JIMTAISONG, 2013) promove melhor estabilidade
para o produto, contribui para a eficicia fotoprotetora e colabora para diminuir a
probabilidade de sensibilizacdo cutdanea, como os efeitos adversos dos produtos
(KRAUSE et al., 2012). A associacdo destes componentes em uma formulagéo
representa a atualidade dos fotoprotetores (PERES et al., 2017), podendo ser
denominados multifuncionais, devido a sinergia entre a atividade fotoprotetora e as
caracteristicas antioxidantes (MANSUR et al., 2016; CABRAL; PEREIRA; PARTATA,
2011).

2.3 Antioxidantes

2.3.1 Substancias Bioativas

Considerando inumeras atividades biologicas atribuidas as substancias
oriundas da natureza, as mesmas vém recebendo maior atencdo por parte dos
pesquisadores e das empresas que produzem cosméticos (POLONINI et al., 2014).
Os extratos das plantas que possuem atividades antioxidantes, apresentam varias
acOes na protecdo cutanea, evitam os danos provocados pela radiacao ultravioleta,
incluindo a inibicdo da formagdo dos radicais livres, responsaveis pelo
envelhecimento cutaneo e desenvolvimento do cancer (GONZALEZ; FERNANDEZ-
LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008).
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Os extratos vegetais possuem grande complexidade quimica o que dificulta
denominar e quantificar as substancias especificas responséveis pela acéo
fotoprotetora (SILVA et al.,, 2013). Alguns fitoquimicos que possuem atividade
fotoprotetora e as suas respectivas plantas ja foram documentados, como o0s
polifendis presentes na Camellia sinensis L. (cha verde) e na Vitis vinifera L. (uvas)
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; YILMAZ; TOLEDO, 2004;).

Os protetores solares que contém produtos naturais sdo um desafio para a
Cosmetologia no que se refere a estabilidade e a qualidade desses protetores
(GUARATINI et al., 2009). A avaliacdo quanto a eficacia, seguranca e estabilidade
dessas formulacdes faz—se necessaria para garantir a qualidade do produto, desde
a fabricacdo até expirar o prazo de validade (ANVISA, 2004).

A literatura demonstra potentes propriedades antioxidantes dos compostos
fendlicos (SOUZA; CAMPOS; PACKER, 2013), acdo fotoprotetora dos flavonoides
(rutina e quercetina) quando aplicadas topicamente (NISHIKAWA, 2012) e
apresentam efeito sinérgico quando associado aos filtros organicos e inorganicos.
Essa associacdo intensificaria a protecdo e/ou neutralizaria os radicais livres
produzidos na pele, durante e apds exposi¢do a radiacdo UV (SOUZA; CAMPOS;
PACKER, 2013).

Os compostos fendlicos sdo o0s maiores responsaveis pela atividade
antioxidante em frutos, e os flavonoides, os que possuem atividade anti radicais
livres potencializada (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Devido a similaridade
estrutural dos flavonoides com os filtros solares organicos e semelhanca dos
espectros de absorcdo da radiacdo UV, esses compostos bioativos apresentam
potencial para exercerem atividade fotoprotetora (VELASCO et al., 2011).

2.3.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos que possuem estruturas aromaticas
encontrados naturalmente nas plantas (frutas e flores) e sédo classificados como
metabolitos secundarios. Possuem importante acdo antioxidante contra os efeitos
danosos provocados pela radiacdo solar e poluicdo ambiental, entre outros
(MARTINEZ-FLORES, 2002). Atuam principalmente por meio de suas propriedades

de oxido-reducado, absorvem e neutralizam os radicais livres, quelando o oxigénio
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triplete, singlete e decompondo os peréxidos (ZHENG; WANG, 2003). Sdo os
compostos fendlicos de maior interesse, devido aos seus efeitos protetores, para
prevencdo de doencas, como, por exemplo, o cancer (CALO, R., MARABINI, L.
2014).

O grupo de moléculas dos flavonoides apresenta uma estrutura comum, um
heterociclo oxigenado, composto por dois anéis arométicos ligados por trés
carbonos e um atomo de oxigénio, formando o nudcleo flavano, como ilustrado na
Figura 3. Sdo compostos polifendlicos e constituem substancias com 15 atomos de
carbono. Apresentam o0 esqueleto difenilpropano (CsC3Ces), com dois anéis

benzénicos ligados a um anel pirano.

Figura 3: Estrutura basica de um flavonoide (PIETTA, 2000)

O grau de oxidacdo e o padrdo de substituicdo do anel C determinam as
classes de flavonoides. O padréo de substituicdo nos anéis A e B definem os
compostos especificos (BRAVO, 1998). Os flavonoides podem ser divididos em 14
classes e 0s seis grupos que estdo presentes na dieta humana séo: flavanéis (frutas
e flores), flavondis (vegetais e frutas), flavonas (frutas citricas e cereais),
antocianinas (flores e frutas — mirtilo), isoflavonoides (soja) e flavononas (frutas
citricas) (YILMAZ; TOLEDO, 2004; WALLE, 2004).

Os flavonoides possuem caracteristicas essencias para atuar na fotoprotecao.
Os filtros solares de amplo espectro devem absorvem a radiacdo compreendida
entre 290-320 (UVB) e 320-400 (UVA) (BOBIN; RAYMOND; MARTINI, 1995) e os
flavonoides apresentam potencial para absorcéo da radiacdo UV em dois picos de
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absorcao distintos, no comprimento de onda entre 240-280nm e 300-550nm, o que
ratifica a sua aplicacédo em formulagcbes de protetores solares. Segundo Velasco e
colaboradores (2008) os flavonoides ndo apresentam tendéncia a absorcao cutanea,
assim a atividade seria exercida na superficie da pele, caracteristica que otimiza a

fotoprotecao

2.3.1.1.2 Antocianinas

O termo antocianina é de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul
escuro) (HARBORNE; WILLIAMS, 2000), sdo responsaveis pelas cores vermelha,
rosa, roxa e azul nos vegetais. As antocianinas estruturalmente sdo consideradas
flavonoides, pois possuem o esqueleto carbonico CsC3Cs, contendo o cation flavilium
(2-fenilbenzopirilium) (FEILD; LEE; HOLBROOK, 2001) e s&o divididas em
antocianinas, antoxantinas e protoantocianidinas, porém diferem dos outros
flavonoides pela absorcéo de radiacdo na regido visivel do espectro, apresentando-
se em grande variedade de cores (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011).

Na natureza, as antocianinas ocorrem glicosiladas, sendo que as agliconas
séo conhecidas como antocianidinas.

A estrutura quimica das antocianinas é baseada em um esqueleto policiclico
de quinze carbonos, no qual cada composto antocianico é caracterizado pelos

diferentes grupos ligados “R”, conforme Figura 4.

Figura 4: Estrutura quimica basica das antocianinas (LOPEZ; JIMENEZ; VARGAS,
2000)

Possuem o cétion flavilium (Figura 5) em sua estrutura e um agucar ligado na

posicdo C-3, que pode estar ou ndo acilado, e o outro aglcar ocupa a posicédo C-5.
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Os acucares sdo, principalmente, os monossacarideos glicose, galactose, ramnose
e arabinose (MALACRIDA; MOTTA, 2006).

Figura 5: Cation flavilium (BOBBIO; BOBBIO,1995)

0.

As antocianinas possuem grupos cromoéforos, sensiveis as alteracdes de valor
de pH (ANDERSEN; CABRITA; FOSSEN, 1998). O espectro de cor das antocianinas
situa-se entre a vermelha e a azul e apresenta uma mistura de ambas, resultando
em tons de purpura (BROUILLARD, 1983). O meio de maior estabilidade é sob
condi¢cdes &cidas; em pH abaixo de 3, as antocianinas apresentam coloracado
vermelha, na faixa de pH entre 4 a 5, tornam-se translicidos pelo motivo do cétion
flavilium sofrer conversdo a base carbinol; em valores superiores a 6, a coloracéo
torna-se lilas, devido a presenca da base quinoidal e, em meio basico, apresenta
coloracdo azul escura (LIMA; MELO; LIMA, 2005).

As antocianinas sdo moléculas polares e constituem um grupo de pigmentos
soltveis em agua (VIGHERA; BRIDLE, 1999), responséaveis pela maioria das cores
de flores, frutas e vegetais. Os frutos considerados ricos em antocianinas séo
intensamente coloridos, com suas cores variando principalmente entre o roxo e roxo
muito escuro (BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997).

As funcbes desempenhadas pelo grupo das antocianinas sdo abrangentes,
pois apresentam multiplos padrdes de substituicdo na sua molécula. Destacam-se a
protecdo a luz, mecanismo de defesa e propriedades antioxidantes (LOPES et al.,
2007); ademais, sdo responsaveis pela prevencao de varias doencas (KUSKOSKI et
al., 2004). Segundo Narayan e colaboradores 1999, as antocianinas sdo potentes
antioxidantes quando comparadas aos antioxidantes classicos, como butilato hidroxi
anisol, butilato hidroxi tolueno e alfa tocoferol (vitamina E).

As antocianinas encontradas em alimentos sdo derivadas das agliconas
pertencentes aos seguintes pigmentos basicos: malvidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, cianidina e pelargonidina, as quais diferem entre si quanto ao nimero de

hidroxilas e ao grau de metoxilas presentes no anel B (LIMA et al., 2006). Séao
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oxidadas na presenca de radicais livres, gerando um radical menos reativo e mais
estavel, estabilizando as espécies reativas de oxigénio por meio de sua reacdo com
0 componente reativo do radical; esse fato acontece devido ao alto poder de reacéo
do grupo hidroxila das antocianinas com o radical torna-o inativo (NIJVELDT et al.,
2001). Assim, a importancia do grupo hidroxilas para a elevada capacidade
antioxidante das antocianinas, como, por exemplo, delfinidinas e cianidinas
(KUSKOSKI et al., 2004).

As diferentes funcdes comprovadas das antocianinas, encontram-se
diretamente relacionadas com sua diversidade estrutural. Possuem propriedades
antioxidantes e absorvem no intervalo de comprimento entre 400 a 600nm,
demonstrando acéo fotoprotetora (BORDIGNON et al., 2009).

2.3.1.2 Vaccinium myrtillus L. (Mirtilo)

O mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) (Figura 6) também conhecido como
blueberry (inglés) e arandano (espanhol), € um fruto de clima temperado pertencente
a familia Ericaceae e ao género Vaccinium (RASEIRA; ANTUNES, 2004). E um fruto
tipo baga, de formato achatado e coloracdo azul intenso. Espécie nativa do
hemisfério norte e europa, que tem seu cultivo em franca expansao em paises da
América do Sul. No Brasil, o Rio Grande do Sul é o estado que mais produz o fruto,
quase 50% da safra nacional (FACHINELLO et al., 2011).

Figura 6: Frutos de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.)

Fonte: http://gettyimages.com
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Entre as pequenas frutas, citando o morango, amora-preta, framboesa e
groselha, entre outras (ANTUNES, 2002), o mirtilo destaca-se por sua elevada
concentracdo de compostos fendlicos como acidos fendlicos e flavonoides, tanto na
casca quanto na polpa, (ZHENG; WANG, 2003; WU et al., 2008) e comprovada
atividade antioxidante (ZHENG; WANG, 2003), associada ao seu conteudo de
antocianinas (KECHINSKI et al., 2010) e a intensidade da cor dos frutos, pois quanto
mais escuro, tendendo ao azul escuro (como o mirtilo), maior é o teor de
antocianinas (VEBERIC et al., 2015).

O mirtilo possui as antocianinas malvidina-3-O-galactosideo, petunidina-3-O-
galactosideo, delfinidina-3-O-galactosideo e mais a cianidina e peonidina
glicosiladas com galactose, glucose e arabinose para formar 15 antocianinas
diferentes (KAHKONEN; HEINONEN, 2003). Zheng e Wang, identificaram no extrato
de Vaccinium myrtillus L. as antocianinas delfinidinas-3-glicosideo, delfinidina-3-
arabinosideo, cianidinas-3-arabnosideo, cianidinas-3-galactosideo, cianidinas-3-
glicosideo, cianidinas-3-xilosideo (ZHENG; WANG, 2003).

Devido as propriedades atribuidas as antocianinas presentes no Vaccinium
myrtillus L., como acdo antioxidante e fotoprotetora (LOPES et al., 2007), justifica-se
a aplicacdo do bioativo em produtos que protejam a pele dos efeitos deletérios
provocados pela radiagdo UV.
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3. OBJETIVOS

O projeto contemplou o preparo, a caracterizacéo fisico-quimica e funcional
(eficacia in vitro e clinica) de formulagbes dermocosméticas fotoprotetoras
multifuncionais acrescidas do extrato de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.), na

concentracéo de 5,0% (p/p).

Os obijetivos especificos foram:

e preparo e avaliacdo da estabilidade preliminar e normal de formulacGes
dermocosmeéticas fotoprotetoras multifuncionais contendo octocrileno (filtro
solar UVB), MBBT benzotriazol (filtro solar de amplo espectro), diéxido de
titnio (filtro solar inorganico) e extrato dos frutos de mirtilo (Vaccinium
myrtillus L.), associados ou néo;

e determinacdo das caracteristicas organolépticas e fisico-quimica das
formulacdes;

e avaliacdo funcional do EVM por meio da verificagdo da atividade
antioxidante in vitro;

e avaliacdo funcional das formulacdes por meio da verificacdo da eficacia
fotoprotetora in vitro em espectrofotometria de refletancia difusa com
esfera de integracéo;

e avaliacdo do perfil de seguranca empregando o método do potencial de
irritacdo ocular in vitro HET-CAM.

e determinacdo da eficacia clinica da formulacéo fotoprotetora por meio da
obtencao do FPS e da hidratac&o superficial da pele.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Equipamentos

Agitador mecéanico digital RW 20n IKA®; Balanca analitica AUY220
Shimadzu®; Balancas semianaliticas BG 4000 Gehaka® e ARD 110 OHAUS®; Banho
termostatizado N480 Nova Etica®, Banho ultrassénico Ultrasonic Clean 1600
Unique®; Camera Dino-Lite®, modelo AM-211; Centrifuga RX2 Hitachi®, Chapa
aquecedora 208-D Nova Etica®, Corneometer® MPA 580 (Multi Probe Adapter —
Courage & Khazaka); Espectrofotometro de refletancia difusa com esfera de
integracdo UV 2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer Labsphere® equipado
com programa UV-2000S; Espectrofotdmetro UV-VIS Evolution® 600 (Thermo
Scientific®) com cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm; Incubadora de
ovos, com controle de umidade e temperatura (Chocmaster®); Peagdmetro Q400AS
(Quimis®); Placas de polimetiimetacrilato (PMMA) HD 6 Helioplate HelioScreen®;
Refrigerador Frost Free 60 Consul®; Simulador solar - Camara de fotoestabilidade
CPS+ (Atlas Suntest®); Sistema purificador de agua Simplicity UV (Merck Millipore®
Mili-Q®); Simulador solar UVA Mini (ProLumina®); Simulador solar UVB Solar Light
Co. Inc. (Multiport® 601); Termémetro digital JProlab®; Vidro de relégio.

4.1.2 Reagentes e Solventes - Grau de pureza analitico (PA)

DPPH (2,2-Difenil-1-picrilidrazila) (Sigma - Aldrich®).
Metanol (Merck®).

Agua purificada.

4.1.3 Matérias-primas (Grau de pureza farmacéutico), outros ingredientes (INCI:
International Nomenclature of Cosmetic Ingredient) e materiais
Bilberry® P.E. — Extrato de Vaccinium myrtillus L. (ActivePharmaceutica®):
Denominacgao INCI: Vaccinium Myrtillus Fruit Extract
Lote: HK140413-A
Prazo de validade: abril de 2017
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De acordo com o certificado de analise n°87/14, s.d.

(ActivePharmaceutica®) o apresenta  as

produto seguintes

caracteristicas:
Aspecto: po fino roxo escuro com odor e sabor caracteristicos
Perda por dessecacéao: 3,22%
Teor de Antocianidinas: 25,02% (UV-VIS)
Solavel em agua (USP 36)

e Ovos de galinha galados (granja Irineu Salviato — Porto Feliz — Sao Paulo)

e As matérias-primas empregadas no preparo das formulacdes

dermocosméticas antissolares ou ndo, estdo descritas no Quadro 1 e

apresentaram grau de pureza cosmético ou farmacéutico.

Quadro 1: Matérias-primas utilizadas nesta pesquisa

q%?&?ggg;'?;ég?cr?j) Nomenclatura INCI Fornecedor
Adipato de butila Dibutyl adipate Biotec®
Bilberry® P.E. Vaccinium myrtillus Fruit Extract ActivePharmaceutica®
Ciclopentassiloxano Cyclomethicone PharmaSpecial®
Conserv® NE Phenoxyethanol, 2-Methyl-4- Biovital®
Isothiazolin-3-One
Crospolimero de Cyclomethicone, dimethicone E ®
dimeticona crosspolymer agron
Di6xido de Titanio Titanium dioxide Fagron®
EDTA dissddico Disodium EDTA PharmaSpecial®
Hidroxido de sédio Sodium hydroxide Henrifarma®
Cpomuser e | Cpet foole, Sheen Seate | vanager
Octocrileno Octocrylene Fagron®
Olivem® 1000 Cetearyl Olivate, Sorbitan Olivate B&T Company®
Propilenoglicol Propylene glycol Mapric®
Polymol® 812 Caprylic/capric triglyceride Biotec®

Legenda: Nomenclatura conforme INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredient)
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparo de emulsfes dermocosméticas contendo ou ndo filtros solares e
substancia bioativa

O presente estudo contemplou a preparacdo de quatro sistemas
emulsionados do tipo Oleo em agua (O/A): A) Formulacdo F1- emulséo
dermocosmética base; B) Formulacdo F2 — emulsdo dermocosmética base
acrescida de EVM 5,0% (p/p); C) Formulagdo F3 — emulsdao dermocosmeética
antissolar; D) Formulacdo F4 — emulsdo dermocosmeética antissolar acrescida de
EVM 5,0% (p/p).

A. Preparo da emulsdo dermocosmeética base - (F1)
A Tabela 1 descreve a composicdo e as proporcdes (% p/p) da emulséo
dermocosmética base utilizada neste estudo, na qual foram adicionados os filtros

solares e 0 EVM.

Tabela 1. Composicdo qualitativa e quantitativa (% p/p) da emulsdo dermocosmética

base para incorporacdo da substancia bioativa

Composigcao (home quimico Proporcgéo Funcéo
e/ou comercial) (%p/p) (Brandéo, 2009)
Adipato de butila 3,0 Emoliente
Agua purificada 82,0 Veiculo
Ciclopentassiloxano 15 Emoliente (Formador de filme)
Fenoxietanol / 2-metil-4-isotiazolin- 0,3 Conservante

3-ona (Conserv® NE)

Crospolimero de dimeticona 1,0 Espessante (Formador de filme)
EDTA dissédico 0,3 Sequestrante
Cetearyl Alcohol / Glyceryl 5,0 Base autoemulsionante

Stearate / PEG-40 Stearate /
Ceteareth-20
(Lipomulse® Luxe AE)

Cetearyl Olivate / Sorbitan Olivate 3,0 Co-emulsionante e Doador de
(Olivem® 1000) Consisténcia
Triglicérides dos acidos 3,0 Emoliente

caprico/caprilico (Polymol® 812)

Propilenoglicol 3,0 Umectante
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Os compostos Olivem® 1000, Polymol® 812, adipato de butila e Lipomulse®
Luxe AE (fase 6leo da emulsdo), foram pesados e transferidos para um béquer e,
em seguida, aquecidas até a temperatura de 75°C.

Propilenoglicol, EDTA dissodico e a agua purificada (fase dgua da emulsao),
foram pesados, transferidos para outro béquer e aquecidos a temperatura de 75 °C.
Verteu-se a fase aquosa sobre a fase 6leo, sob agitacdo mecéanica (hélice modelo
dissolver) com velocidade de 1500 rpm. A agitacao foi mantida por 10 minutos. Apds
diminui-se a velocidade de agitacdo para 1000 rpm, até a mistura atingir 45°C.

Adicionou-se o Conserv® NE e homogeneizou-se a formulacédo. Os silicones
foram pesados e dispersos, sob agitacdo manual e auxilio de bastdo de vidro, até
completa homogeneizacdo da mistura. Sob agitacdo mecanica (hélice modelo
dissolver) e velocidade de 1000 rpm, incorporou-se a dispersdo de silicones a
emulsdo e manteve-se a agitacdo até completa homogeneizacdo dos componentes.
Ao final da mistura, o valor de pH do sistema foi ajustado para 6,5 com solugcéao de
hidroxido de sédio 30% (p/p).

B. Preparo da emulsdo dermocosmética base acrescida de EVM 5,0% (p/p) -
(F2)

A Tabela 2 descreve a proporcédo (% p/p) de EVM adicionado a emulsdo
dermocosmética base (F1). Apds 24 horas de repouso, foi incorporada a emulsdo

5,0% (p/p) da substancia bioativa Vaccinium myrtillus L. (EVM).

Tabela 2: Concentragédo de EVM (% p/p) adicionado & emulsdo dermocosmética

base

AMOSTRA EVM (% p/p)
F2 5,0%
Legenda: F2 — Emulsao dermocosmeética (F1) + 5,0% (p/p) EVM; EVM: Vaccinium myrtillus L.

A guantidade de EVM preconizada foi devidamente pesada e transferida para
um gral de vidro. Com auxilio de um pistilo de vidro, foi pulverizado e solubilizado em
quantidade suficiente de agua purificada. Verteu-se a solugdo em quantidade exata
de emulsdo dermocosmeética, previamente pesada em um béquer. Homogeneizou-

se 0s componentes, sob agitacdo manual. Foram pesadas e acondicionadas 60g de
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cada amostra (triplicata) em pote branco de polietileno de alta densidade (PEAD),
boca larga com tampa branca do tipo rosca e capacidade declarada de 100g. Os
trés potes contendo as amostras foram acondicionados ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente. Todo processo de solubilizacdo e homogeneizacdo dos

componentes, foi realizado em temperatura ambiente (24,0 £ 2,0°C).

C. Preparo da emulsédo dermocosmeética antissolar (F3)

No presente estudo, as concentracdes utilizadas de filtros solares para o
preparo da emulsdo dermocosmética antissolar foram inferiores a 60% da
concentracdo maxima permitida (ANVISA, 2006; COSMETICS EUROPE, 2006;
JAPAN, 2000), visando a obtencdo de um fotoprotetor mais seguro para o0
consumidor.

A Tabela 3 descreve as propor¢des (% p/p) dos filtros organicos e inorganico
adicionado a emulsdo dermocosmeética base. As concentra¢cdes utilizadas dos filtros
quimicos e fisicos foram estabelecidas de acordo com a legislacdo e diretrizes
internacionais (CHISVERT; SALVADOR, 2007; COSMETICS EUROPE, 2006;
JAPAN, 2000).

Tabela 3: Composicao qualitativa e quantitativa (% p/p) dos filtros solares na

emulsdo dermocosmética antissolar

Composicao (nome Proporcgéo Funcéo
guimico ou comercial) (%p/p) (Brandéo, 2009)
Dib6xido de Titanio 2,5 Fotoprotetor UVA/UVB
Octocrileno 1,5 Fotoprotetor UVB
Methylene Bis-Benzotriazolyl 6,0 Fotoprotetor UVA
Tetramethylbutyl phenol
(Tinosorb® M)

Os compostos octocrileno e dioxido de titanio foram pesados juntamente com
o Olivem® 1000, Polymol® 812, adipato de butila e Lipomulse® Luxe AE, para compor
a fase 6leo da emulsdo. As matérias-primas foram transferidas para um béquer, em

seguida, aquecidas até 75°C.
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O composto Tinosorb® M foi pesado com o propilenoglicol, EDTA dissodico e
a agua purificada, para compor a fase 4gua da emulsdo. As matérias-primas foram
transferidas para outro béquer e aquecidas até 75 °C. Verteu-se o contetdo da fase
agua sobre a fase Oleo, e sob agitacdo mecéanica (hélice modelo dissolver) com
velocidade de 1500 rpm. A agitagdo foi mantida por 10 minutos. Apds, diminui-se a
velocidade de agitacdo para 1000 rpm, até 45°C. Nesta temperatura, adicionou-se o
Conserv® NE e homogeneizou-se. Em um outro béquer, foram pesados e dispersos
os silicones, sob agitacdo manual e auxilio de bastdo de vidro, até completa
homogeneizacdo. Sob agitacdo mecéanica (hélice modelo dissolver) com velocidade
de 1000 rpm, incorporou-se a dispersdo de silicones a emulsdo e manteve-se a
agitacdo até completa homogeneizacdo dos componentes. Ao final da mistura, o

valor de pH do sistema foi ajustado para 6,5 com solucao de hidroxido de sodio 30%

(P/p).

D. Preparo da emulsdo dermocosmeética antissolar acrescida de EVM 5,0%
(p/p) (F4)

A Tabela 4 descreve a proporcao (% p/p) da substancia bioativa Vaccinium
myrtillus L. (EVM) que foi adicionado a emulsdo dermocosmética antissolar, apos 24

horas de repouso da mesma.

Tabela 4: Concentragédo de EVM (% p/p) adicionada & emulsdo dermocosmética

antissolar

AMOSTRA EVM (% p/p)
F4 5,0%

Legenda: EVM: Vaccinium myrtillus L.

A incorporacdo do EVM e o armazenando de F4 foi efetuada como descrito
no item 4.2.1 — B, utilizando-se no lugar da emulsdo dermocosmética base (F1), a

emulsdo dermocosmeética antissolar (F3).
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4.2.2. Estudo de Estabilidade Preliminar (EEP)

As quatro formulacdes preparadas para este estudo foram submetidas ao
Estudo de estabilidade preliminar (EEP), com o objetivo de evidenciar sinais de
instabilidade das mesmas. Os ensaios de Centrifugacdo seguido do Estresse Térmico
foram realizados apds 24 horas do repouso das preparagdes, com o propoésito de
completar o processo de emulsificacdo (BABY, 2007). Apds os ensaios, as formulacbes
foram avaliadas macroscopicamente, em triplicata, quanto ao aspecto e a possiveis
alteracdes (separacéo de fases e coalescéncia). Usou-se, como critério de classificacao,
Normal (N) ou Modificada (M), sendo consideradas aprovadas em caso de obtencéo de N
em ambos os testes (ANVISA, 2004).

4.2.2.1 Teste de centrifugacao

Apos 24 horas da preparacao das amostras, cerca de 5,0 g de cada amostra
foram pesadas em balanca semianaliticas ARD 110 OHAUS® e transferidas para
tubos de centrifuga, em réplicas de trés. O teste foi realizado na Centrifuga RX2
Hitachi® e as condicdes experimentais foram: temperatura ambiente (22,0 + 2,0°C);
velocidade de rotacdo de 3.000 rpm (210 G); com duracao de tempo 30 minutos (BABY,
2005). Apos o ensaio, as formulagBes foram avaliadas e classificadas como descrito
no item 4.2.2 (ANVISA, 2004)

4.2.2.2 Teste de estresse térmico

Pesaram-se cerca de 5,0 g de cada formulagédo que foram transferidas para
tubos de ensaio, em réplicas de trés. O processo do estresse térmico foi realizado
em banho termostatizado N480 Nova Etica®, elevando-se gradativamente, e de
forma controlada, o valor inicial de temperatura. O ensaio foi conduzido a partir de
40 °C até 80°C (temperatura final), elevando-se a temperatura em 10°C a cada 30
minutos. As formulagfes foram retiradas das condi¢fes de estudo e, ao término de
80°C, apos atingirem a temperatura ambiente, foram avaliadas e classificadas como
descrito no item 4.2.2 (ANVISA, 2004).
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4.2.2.3 Caracterizacao fisico-quimica
As amostras aprovadas no EEP foram caracterizadas por meio do valor de pH

e propriedades organolépticas (aspecto, cor e odor) (ANVISA, 2004).

4.2.2.4 Determinagao do valor de pH

O valor do pH das amostras foi determinado em Peagbmetro Q400 AS
(Quimis®), por imersdo direta do eletrodo nas dispersées, a temperatura ambiente
(aproximadamente 24,0°C + 2°C). As andlises foram conduzidas em réplicas de trés
(BABY, 2007).

4.2.2.5 Determinacédo das propriedades organolépticas
O aspecto, cor e odor das quatro amostras preparadas, foram avaliados

macroscopica e subjetivamente (ANVISA, 2004).

4.2.3 Caracterizagao funcional in vitro

4.2.3.1 Atividade antioxidante do EVM in vitro

A avaliacdo da atividade antioxidante do EVM foi mensurada in vitro
empregando-se o0 método do DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), metodologia
largamente empregada para avaliar o potencial antioxidante de extratos de produtos
naturais (Braca et al., 2001).

Utilizou-se, para determinacdo do potencial antioxidante do extrato, o DPPHe
solubilizado em metanol (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A
solucéo apresenta cor roxa e absorbancia maxima de 517 nm e, ao ser reduzido por
substancias antioxidantes, sofre alteracdo na coloracdo, passando a apresentar cor
amarela, como pode ser observado na Figura 7 e, consequentemente, queda nos

valores de absorbéancia.
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Figura 7: Reacdo de reducdo da molécula de DPPH por substancias antioxidantes
(adaptado de Teixeira et al., 2013)
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| |
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DPPH (reduzido)

cor amarela

Legenda: DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila

Foram preparadas quatro diferentes concentracées de EVM, solubilizadas em
metanol e submetidas a 20 minutos de sonicacdo. Uma aliquota de 100 pL de cada
uma das solucdes, contendo quatro diferentes concentracdes (0,04; 0,4; 4,0 e 40,0
png/mL) foram transferidas para tubos e foram adicionadas de 3,9 mL de solucdo
metandlica de DPPHe a 70 pM. Os tubos foram vigorosamente agitados e
permaneceram em repouso, ao abrigo de luz e a temperatura ambiente (22,0 *
2,0°C, por 30 minutos. Apds, verteu-se o conteudo dos tubos em cubeta de quartzo
com 1,0 cm de caminho 6tico, e efetuou-se a avaliacdo da absorbancia em
espectrofotometro UV-VIS, no comprimento de onda de 515nm. As analises foram
realizadas em triplicatas e utilizou-se como controle negativo o metanol e controle

positivo, a solu¢cdo metandlica de DPPHe« a 70 uM.

A atividade antioxidante foi expressa por meio da porcentagem de reducgao
do DPPH- pelas diferentes concentracbes das amostras de EVM de acordo com a
Equacéao 1 Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).
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% de reducéo = Abs carﬁr;ljslecéﬁ?glsmﬂstra X 100

Equacdo 1: Porcentagem de redugdo da molécula de DPPHe por substancias
antioxidantes

Legenda: Abs controle = absorbancia da solugdo de DPPHe- preparada com o controle negativo

(metanol); Abs amostra = absorbancia da solu¢do de DPPH- preparada com a amostra em teste.

4.2.3.2 Atividade fotoprotetora in vitro

A avaliacdo da eficécia in vitro frente a protecdo contra o UVB e de amplo
espectro das formulacdes foi efetuada com o emprego da espectrofotometria de
refletancia difusa com esfera de integracdo (Labsphere® UV2000S Ultraviolet
Transmittance Analyzer).

Amostras das formulacdes foram pesadas e aplicadas sob a forma de filme
fino e uniforme de 0,75 mg/cm? (PERES et al., 2017; BABY et al., 2008; VELASCO
et al., 2008) sobre o substrato (placa de polimetiimetacrilato - PMMA). Visando a
secagem da amostra aplicada, as placas foram mantidas em repouso, ao abrigo da
luz por 15 minutos e em temperatura ambiente (22,0 £ 2,0 °C). Posteriormente, as
placas foram submetidas a leitura espectrofotométrica da absorbancia das
formulacdes, utilizando-se como branco uma placa de PMMA tratada com glicerina,
em intervalo espectral de comprimento de onda (A) 290,0 a 400,0 nm e taxa de
progressdo de 1,0 nm. O ensaio possibilitou a obtencéo dos seguintes parametros:
FPS estimado por meio da Equacéo 2 (SPRINGSTEEN et al., 1999), comprimento
de onda critico estimado de acordo com a Equacéo 3 e a razdo UVA/UVB, por meio
do programa UV-2000S® (VELASCO et al., 2008). As andlises foram realizadas em
triplicatas e utilizou-se, pelo menos, sete leituras de transmitancia por placa avaliada
(SPRINGSTEEN et al., 1999; UNITED STATES, 2011; COSMETICS EUROPE,
2006).

O FPS in vitro foi obtido por meio da Equacdo 2 (SPRINGSTEEN et al.,
1999).
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Equacéao 2. Fator de protegao solar in vitro (FPS estimado)

Legenda: EA = eficacia eritematdgena espectral da CIE (Commission Internationale de I'Eclairage);
SA = irradiancia solar espectral; TA = transmitancia espectral da amostra; dA = intervalo dos

comprimentos de onda.
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Equacdo 3. Comprimento de onda critico in vitro.

Legenda: A(A) = absorbéancia espectral da amostra; d(A) = intervalo dos comprimentos de onda.

4.2.3.3 Avaliacao in vitro da fotoestabilidade das formulagfes fotoprotetoras

A avaliacdo da fotoestabilidade em formulacdes fotoprotetoras permite obter
informacBes sobre possiveis degradacbes que os filtros solares, presentes no
produto, podem sofrer quando expostos a radiacao ultravioleta artificial emitida por
uma camera de fotoestabilidade (BRASIL, 2012; UNITED STATES, 2011).

Apés as leituras das absorbancias das formula¢cdes no ensaio da atividade
fotoprotetora in vitro, as placas de PMMA utilizadas e que continham as amostras
foram irradiadas por 1 h com o simulador de irradiacdo UV (CPS+ Atlas Suntest®)
equipado com lampada de xendnio, com irradiancia a 580 W.m2, correspondente a
irradiancia de 55 W.m?2 no UV e temperatura de 35 °C. (COSMETICS EUROPE,
2006; DIFFEY et al., 2000; UNITED STATES, 2011). Apos irradiacdo, as absorbancias
das formulacdes foram registradas, obtendo-se os parametros de FPS e comprimento
de onda critico, os quais foram comparados com aqueles da pré-irradiacdo. As
andlises foram realizadas em triplicata e utilizou-se, no minimo, sete registros de
transmitancia por placa avaliada (COSMETICS EUROPE, 2006).
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4.2.3.4 Avaliagcdo do potencial de irritagdo ocular in vitro pelo método - Hen’s
Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

O ensaio HET-CAM — Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane foi
realizado utilizando-se ovos de galinhas do tipo legorne branca fecundados,
incubados por 10 dias a 37°C e 65% de umidade relativa em incubadora
Chocmaster®. Ap6s o periodo de incubacéo, a casca ao redor da camara de ar foi
removida com o auxilio de pinca, evidenciando-se a membrana da casca, que
também foi removida apos ser hidratada com 300 uL de solugao fisioldgica (cloreto
de sodio — NaCl — a 0,9% p/v). Na membrana cério-alantoide exposta foram
depositados 300 uL da formulacédo F4 que foi previamente diluida a 10,0% (p/v), com
solucéo fisiolégica. O controle positivo foi realizado com dispersdo de dodecilsulfato
de sédio (SDS) a 1,0% (p/v) e, o controle negativo, solucéo fisioldgica - cloreto de
sédio — NaCl — a 0,9% p/v (NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH
SCIENCES - NIEHS, 2006). O ensaio foi realizado em triplicata.

O ovo fecundado contendo a amostra do ensaio foi acomodado em um
suporte e a camera foi posicionada de maneira ideal para capturar a gema ou saco
vitelino de cor amarela ao fundo e, em destaque, 0s vasos sanguineos, registrando
com nitidez as alteracbes da membrana corioalantoide. Durante cinco minutos,
eventos vasculares como hemorragia, lise ou coagulacdo, foram gravados pela
Camera Dino-Lite®, modelo AM-211. Posteriormente, as imagens foram analisadas e
0s eventos avaliados. O indice de irritacdo ocular (IS) foi calculado de acordo com a
Equacéo 4 (KALWEIT et al., 1990; NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL
HEALTH SCIENCES - NIEHS, 2006).

(301 - H) (301 — L) 301 —C
§="———— X5+——— X7+
300 300 300

X9

Equacdo 4: indice de irritacdo ocular.
Legenda: IS — indice de irritagdo ocular; H — tempo (s) para iniciar um evento hemorragico; L - tempo

(s) para iniciar uma lise vascular; C - tempo (s) para iniciar uma coagulacgéo.

De acordo com a Equacao 4, os produtos podem ser classificados como

descrito na Quadro 2.



32

Quadro 2: Classificacdo do potencial de irritacdo ocular (KALWEIT et al., 1990)

indice de irritac&o ocular (IS) Classificacao
0-0,9 Na&o irritante
1-4,9 Levemente irritante
5-8,9 Moderadamente irritante
9-21 Fortemente irritante

4.2.4 Ensaio Clinico

As duas emulsBes dermocosmeéticas antissolar, sendo F3 somente com 0s
filtros solares e F4 contendo os filtros solares e extrato de Vaccinium Myrtillus L. a
50% (p/p), foram submetidas aos ensaios clinicos de avaliacdo da eficacia

fotoprotetora e hidratacdo superficial da pele em seres humanos.

4.2.4.1 Ensaios in vivo — aspectos legais e éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, parecer
N°1.421.928, em fun¢do da realizacdo dos ensaios in vivo com voluntarios. Este
estudo foi realizado em acordo com a Legislacéo Brasileira vigente, regulamentado
pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Os ensaios clinicos foram conduzidos pelo Instituto de Pesquisa Clinica
Integrada Ltda (IPclin) localizado em Jundiai-SP, Brasil, seguindo as regras da
Declaragcdo de Helsinque (Brasil, 2012). Para cada voluntario que manifestou
interesse em participar desta pesquisa, foram fornecidas as informacbes e
esclarecimentos necessarios referentes a cada ensaio. Apos esses esclarecimentos,
forneceu o seu consentimento por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), mantendo-se o anonimato do voluntario e garantindo a
sua saida do estudo, voluntariamente, a qualquer momento durante a pesquisa
(BRASIL, 2012.)
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Antes do inicio dos ensaios, os voluntarios foram entrevistados e avaliados
por profissionais habilitados, considerando-se os critérios de incluséo e exclusdo que
sao exigidos pela legislacédo vigente. Os critérios de inclusédo foram: (i) participantes
saudaveis; (ii) pele integra na regido de testes; (iii) voluntarios de ambos 0s sexos;
(iv) idade entre 18 a 60 anos; (v) concordancia em aderir ao estudo, por meio do
TCLE. Os critérios de exclusdo foram os seguintes: (i) gestacdo ou lactacdo; (ii)
historico de reacbes fototoxicas, fotoalérgicas ou patologias fotoinduzidas; (iii)
historico pessoal ou familiar de cancer de pele; (iv) uso de medicacdes anti-
inflamatdrias, imunossupressoras ou fotossensibilizantes — tépicos ou sistémicas —
até um més antes do inicio do estudo; (v) presenca de queimadura solar ou
bronzeado no local dos testes; (vi) tom de pele desigual na regido do estudo; (vii)
presenca de dermatoses inflamatdrias, lesbes névicas, manchas, queratose
seborreica, patologias ativas ou excesso de pelos no local do teste; (viii) alergias
conhecidas a qualquer componente da formulagdo (BRASIL, 2012). Foi considerado
também o fototipo de pele dos voluntarios para os testes de eficacia fotoprotetora in
vivo: especificamente, foram aceitos voluntarios com fototipo de pele entre | e 1ll, de
acordo com a escala de Fitzpatrick (COSMETICS EUROPE, 2006; UNITED
STATES, 2011).

4.2.4.2 Avaliacéo da Eficacia Fotoprotetora (FPS)

A eficacia fotoprotetora in vivo avalia a protecdo oferecida por produtos,
destinados a proteger a pele contra a radiacdo UVB. E embasada, na reacéo
eritematdégena produzida frente ao contato com uma fonte artificial emissora de
radiacdo UV e foi determinada de acordo com o Teste de Fator de Protecdo Solar
(COSMETICS EUROPE, 2006).

O FPS foi definido como o quociente entre a dose eritematdogena minima
(DEM) — energia requerida para a producdo do primeiro eritema na pele dos
voluntarios, protegida com o fotoprotetor em anélise (DEM p) — e em pele ausente
de protecdo (DEM np), apdés exposicdo a radiacdo UVB emitida por uma fonte
artificial (BRASIL, 2012; UNITED STATES, 2011). O DEM é a quantidade de energia
efetiva, expressa em Joules/cm?, requerida para a producdo da primeira reagdo

eritematdgena perceptivel e com bordas definidas (SHEU et al., 2003).
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Dez voluntarios fototipos I, Il e I (FITZPATRICK, 1975) foram
dermatologicamente avaliados e admitidos para participar do estudo. Aliquotas de
2,0 mg/cm? das formulacdes F3, F4 e do produto de referéncia P2 (FPS 16) foram
aplicadas uniformemente no dorso (regido entre a escapula e a linha do quadril) dos
participantes, em areas previamente delimitadas (35,0cm?) e limpas com algodéo
seco. Apoés periodo de 15 minutos para a secagem do produto, as areas definidas,
foram submetidas a irradiacdo com um simulador solar artificial (Multiport® 601 UV
Solar Simulator). Foram consideradas para definir a dose a ser utilizada, a DEM
individual de cada participante e o FPS estimado das formulacdes (BRASIL, 2012;
UNITED STATES, 2011). A DEM de cada voluntério foi obtida por uma sequéncia de
exposicoes a luz ultravioleta, aumentando-se a dose em 12% (progressao
geométrica) entre cada exposicdo (UNITED STATES, 2011).

Apds 20 £ 4 horas da exposicdo, as areas foram avaliadas visualmente e
simultaneamente, sob fonte de iluminacéo padréo. Assim, a DEM foi determinada na
pele protegida (DEMp) e ndo protegida (DEMnp) e o calculo do FPS in vivo foi
efetuado utilizando-se a Equacéo 5 (BRASIL, 2012; UNITED STATES, 2011)

Equacéo 5. Fator de protecéo solar in vivo

Legenda: DEMp — dose eritematdgena minima na pele protegida pela amostra ou formulacdo padrao

(P2); DEMnp — dose eritematégena minima na pele ndo protegida.

4.2.4.3 Avaliacao da hidratacao superficial da pele

A hidratacdo superficial da pele foi avaliada por meio da corneometria em 20
voluntarios do sexo feminino e masculino com idade entre 20 e 35 anos. Os
procedimentos para realizagédo do teste, foram informados oralmente e por meio do
TCLE.

Os voluntarios permaneceram durante 30 minutos em sala com condi¢des
ambientais controladas (20 £ 2°C e 50 + 5% de umidade relativa) para climatizacdo e
tiveram demarcados, em seus antebracos, os sitios de aplicacdo e medicdo
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corneomeétrica iniciais e finais. Um dos antebracos foi submetido a aplicacdo do
produto-teste, enquanto o outro foi utilizado como controle (segundo aleatorizacao).

Apoésitos epicutaneos foram aplicados no antebraco dos voluntarios durante 4
horas, com medicdes iniciais (t0), 2 horas (t2) e 4 horas (t4). As formulacbes F3 e
F4, avaliadas neste ensaio, foram aplicadas no antebraco de cada voluntario, com
auxilio de seringa descartavel de 1mL, em sitios randomizados e previamente
demarcados em quantidade padronizada de 2 mg/cm?. As formulacdes foram
espalhadas, de modo padronizado, com o dedo protegido por dedeira descartavel de
latex. A medida de hidratacdo cuténea foi realizada em triplicada com auxilio do
Corneometer® MPA 580 (Multi Probe Adapter — Courage & Khazaka).

4.2.5 Analise estatistica dos resultados

Os dados foram avaliados no programa Minitab®, versdo 17. As andlises foram
realizadas em triplicata, sendo o nivel de significancia igual a 5,0% (p < 0,05). Nas
comparacdes entre duas amostras, os resultados foram avaliados de acordo com o
teste estatistico t-Student. Nas comparacdes entre trés ou mais amostras foi

utilizado o teste estatistico ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo e estabilidade preliminar das emulsdes dermocosméticas

O preparo das formulacdes do presente estudo contemplou a obtencdo de
quatro sistemas emulsionados do tipo 6leo-em-agua (O/A), contendo emulsionantes,
emolientes e umectante, dentre outras matérias-primas compativeis com a incorporagéo
de substancias com propriedades de protecao solar e bioativos. Durante o preparo das
formulacdes, foram consideradas as matérias-primas utilizadas pelas industrias de
produtos fotoprotetores e que nao apresentem incompatibilidades, fisicas ou
quimicas, e que possam ser associadas entre si, visando obter produtos seguros,
eficazes e cosmeticamente aceitaveis pelo publico consumidor de fotoprotetores e
critérios do formulador (BABY, 2007). Segundo Balogh e colaboradores (2011)
produtos fotoprotetores sdo elaborados em diferentes formas cosméticas, sendo a
emulséo O/A, selecionada para este estudo, uma das mais frequentes.

O sistema emulsionante selecionado para o preparo das formulacdes foi
composto por Cetearyl Alcohol, Glyceryl Stearate, PEG-40 Stearate, Ceteareth-20,
emulsionante ndo ibnico, estabiliza emulsdes O/A com altas concentracdes de 6leo,
estavel na faixa de pH entre 3,0 e 12, associado ao Cetearyl Olivate, Sorbitan
Olivate - emulsionante n&o ibnico, derivado do Oleo de olivas, com estabilidade em
ampla faixa de pH (3,0 — 12,0) e compativel com solventes orgéanicos polares, que
facilita a dispersdo dos filtros solares, além de possuir certificacdo de produto
organico (Ecocert* - organismo de inspecao e certificacdo de produtos organicos) e
caracteristica biodegradavel.

Os componentes que fazem parte da emulsédo séo fundamentais para definir
algumas caracteristicas do produto, além do filme que sera formado sobre a pele, a
interacdo com os componentes e o0 deslocamento espectral (VELASCO et al., 2012),
assim como a polaridade e pH dos solventes e das substancias com acéo de
protecdo solar, podem alterar e deslocar a absorcéo do filtro solar para uma maior
faixa de frequéncia, alterando a eficacia antissolar do produto.

Interagdes quimicas devem ser previstas entre os filtros solares utilizados e o
sistema emulsionante, emolientes e outros componentes da formulacdo, visando
evitar efeitos negativos na eficacia do produto final (VELASCO et al., 2008). Visando
evitar interagdes negativas na preparacdo, o adipato de butila e os triglicérides de
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acido caprilico foram utilizados para solubilizar e dispersar os filtros orgénicos e
Inorganicos, respectivamente.

A associacdo adequada de ambas as substéncias emulsionantes e o0s
emolientes possibilitou manter a estabilidade de todas as amostras durante as
andlises (CHORILLI et al., 2006), sem observacdo de alteragbes na consisténcia
durante a realizagdo dos ensaios. O valor de pH final da emulséo foi um item critico
para a escolha do sistema emulsionante, considerou-se que o valor do pH deve ser
compativel com os componentes da formulacdo e com a pele (VELASCO et al.,
2012), assegurando assim a eficacia e seguranca de um produto, mantendo a
estabilidade das emulsdes e a viabilidade dos seus componentes.

As formulacdes foram avaliadas macroscopicamente quanto estabilidade, valor
de pH biocompativel com o cutaneo e caracteristicas organolépticas adequadas,
segundo critérios definidos pelo formulador/mercado e dados de literatura (VELASCO et
al., 2012)

A estabilidade das emulsGes dermocosmeéticas, com e sem propriedade
antissolar e as mesmas acrescidas de 5,0% da substancia bioativa, foi verificada por
meio dos testes de centrifugacdo e estresse térmico, utilizados para acelerar
possiveis sinais de instabilidade inerentes aos sistemas emulsionados (ANVISA,
2004). A avaliacdo preliminar da estabilidade das formulacdes fotoprotetoras é
responsavel por fornecer informacdes indicativas do grau de estabilidade relativa de
cada formulacdo (ANVISA, 2006; LAUTENSCHLAGER; WULF; PITTELKOW, 2007).
A mobilidade das particulas antecipa possiveis sinais de instabilidade nas
formulacBes (ANVISA, 2006). As emulsdes dermocosméticas obtidas no presente

estudo apresentaram aspecto estavel e homogéneo.

A Tabela 5 descreve os resultados obtidos para os testes de centrifugacéo e
estresse térmico, aos quais as formulacbes F1, F2, F3 e F4, foram submetidas

durante o estudo de estabilidade preliminar.



39

Tabela 5: Avaliagdo das caracteristicas organolépticas das emulsées
dermocosméticas submetidas ao Estudo de Estabilidade Preliminar

. Estudo de Estabilidade Preliminar
Formulagdes : — —
Centrifugacao Estresse Termico
F1 N N
F2 N N
F3 N N
F4 N N

Legenda: N: normal

Os testes de centrifugacdo e estresse térmico sao eficientes para selecionar as
emulsGes que serdo submetidas, a seguir, ao teste de estabilidade acelerada e normal
(ANVISA, 2004). As formulacdes F1, F2, F3 e F4 foram submetidas a ambos os testes e
nao foram observadas alteracdes como, separacéo de fases ou cremeacgdo. Portanto,
apés o0 Estudo de Estabilidade Preliminar as formulagbes permaneceram
macroscopicamente homogéneas e foram consideradas estaveis (ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN JUNIOR, 2000) e aprovadas para a realizacdo das analises seguintes

(caracterizacao fisico-quimica, atividade fotoprotetora in vitro e eficacia funcional)

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes dermocosméticas

antissolares contendo ou ndo EVM

As emulsdes com e sem propriedades antissolares e as mesmas contendo o
EVM 5,0% foram analisadas visualmente, 24 horas apds o preparo, guanto as suas
caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor). Uma aliquota de cada amostra
foi depositada em um vidro de relégio apoiado sobre um fundo branco e as
caracteristicas foram analisadas em triplicata. O aspecto e cor foram avaliados
visualmente e o odor foi verificado através do olfato (ANVISA, 2004).
Adicionalmente, fez-se a verificacdo dos valores de pH. No momento do preparo das
formulagdes, somente F1 e F3 tiveram o valor de pH corrigido para 6,5. A Tabela 6

apresenta as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas de F1, F2, F3 e F4.
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Tabela 6: Caracteristicas organolépticas e fisico-quimica das formulagfes

Formulacbes Aspecto Caracteristicas Valor de pH
Organolépticas

F1

Aspecto 6,50 + 0,08*
homogéneo, cor

branca e odor

caracteristico

F2

Aspecto 454 + 0,168
homogéneo, cor

pUrpura escura e

odor caracteristico

F3

Aspecto 6,54 + 0,16*
homogéneo, cor

branca, odor

caracteristico

Fa Aspecto
homogéneo, cor R
violeta escura e 6,10 £ 0,38

odor caracteristico

Legenda: Resultados de valor de pH expressos como média + desvio padrdo n=3. Letras diferentes
na mesma coluna representam diferengas entre os valores dos grupos.

O aspecto homogéneo e consisténcia aparente apresentado pelas quatro
amostras (sistema O/A) pode ser justificado em consequéncia do balanco adequado
entre as substancias emulsionantes/consisténcia e emolientes que facilitaram a
emulsificacdo, a incorporacéao dos filtros solares (organicos e inorganicos) e do EVM.
O sistema emulsionante utilizado nas formulacfes € estavel na faixa de pH entre 3 e
12, valores estes que nao interferiram negativamente na estabilidade da formulagéo

F2 que apresentou valor de pH 4,54 (+ 0,16)
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O perfil de estabilidade de um produto é um dos parametros utilizados para
avaliar seu desempenho, seguranca e eficacia, além da aceitagdo pelo consumidor
(ANVISA, 2004). A incorporacdo do EVM nas emulsdes néo interferiu negativamente
na estabilidade das mesmas, observou-se que tanto F1 e F3, sem adicdo do extrato
quanto F2 e F4, permaneceram macroscopicamente estaveis, ratificando a

estabilidade do sistema emulsionado.

As amostras apresentaram coloracdo entre o branco e o violeta escuro, a
saber, F1 e F4, respectivamente. A amostra sem filtros UV adquiriu a coloragéo
purpura proveniente do EVM. As cores apresentadas pelas formulagbes F2 e F4,
correspondem a coloracdo do EVM e da associac¢ao dos filtros solares com EVM.

Segundo Cavalcanti, Santos e Meireles (2001), as cores das antocianinas sao
percebidas por meio da ressonancia do cation flavilium, devido a presenca de duplas
ligacdes conjugadas que absorvem na regido de 500 a 600nm.

Referente ao valor de pH, inicialmente, a emulsdo base apresentou valor igual
a 6,50 £ 0,08. Ap6s a adicdo do EVM, F2 (emulsdo dermocosmética base)
apresentou valor de pH igual a 4,54 + 0,16, inferior ao da base em que foi
incorporado e coloracdo purpura. As antocianinas em meio acido (valor de pH
proximo a 4) apresentam coloracdo vermelho/purpura (GIUSTI; WROLSTAD, 2001)
caracteristico do cation flavilium (Figura 5). Segundo Lima, Melo e Guerra (2007) o
valor de pH interferiu diretamente na coloracdo apresentada pela formulacdo devido
a presenca de antocianinas no EVM. Este fato foi observado pelos registros de
absorbéancias (Figura 8), quando se utilizaram solucbes de antocianinas em

diferentes meios.
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Figura 8: Espectro de absorcao de solucao de antocianinas em diferentes pHs
(LIMA; MELO; GUERRA, 2007)
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Em meio acido, as antocianinas sdo vermelhas, mas apresentam diminuicédo
na intensidade da cor quando ocorre elevacdo no valor de pH. Em meio alcalino
observa-se a cor azul (LOPES et al., 2007). As antocianinas possuem quatro
diferentes formas quimicas em meio acido: cation flavilium, base quinoidal,
pseudobase carbinol e chalcona. Em valores de pH proximo a 2, observa-se o cation
flavilium, que possui cor vermelha. No momento do equilibrio acido-base pode
ocorrer dois tipos de reacdes. A primeira € uma reacdo de hidratacdo do cétion,
gerando um produto de coloracdo translicida, o carbinol, que em pH com valor
préximo a 6 transforma-se em chalcona, também translicido; ou pode apresentar
um segundo tipo de reagdo, a protonagdo do cation, uma reagdo que gera a base
quinoidal, de coloracdo azul (VIGUERA; BRIDLE, 1999).

Observou-se que a formulacdo contendo as substancias fotoprotetoras
associadas ao EVM (F4) adquiriu a coloragéo violeta/azulado e as alteragbes nos
valores de pH né&o foram acentuadas, quando comparados ao valor de pH de F3. Em
pH = 6,0 ou préximo deste, o cation flavilium perdeu prétons, formando uma base
quinoidal de coloragéo violacea (LIMA; MELO; LIMA, 2005).

Segundo Castafieda-Ovando e colaboradores (2009), a variedade de cores

das antocianinas é explicada pela formacédo de sais flavilium. As antocianinas em
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presenca de metais formam produtos insolaveis. Estes, em relagdo as antocianinas
livres, apresentam maior estabilidade frente ao calor, pH e oxigénio (BOBBIO;
BOBBIO, 1995) e, também, alteram a cor apresentada pelas antocianinas na regido
do espectro visivel. Uma das caracteristicas das antocianinas com grupos hidroxila
no anel B é a formacdo de complexos metal-antocianina; esse tipo de complexacao
promove a formagdo e a estabilizagdo da cor entre o azul e o verde azulado
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A formulacdo antissolar avaliada nesta
pesquisa possuiu ha composicdo o 6xido metalico TiO2, e o extrato de Vaccinium
mirtyllus L., que possui antocianina (HABANOVA et al., 2013), portanto, o complexo
antocianina-metal pode ter sido formado. O fato da formacédo do citado quelato
justifica a manutencdo do valor do pH inicial observado em F3 e na emulsdo
antissolar apds a adicdo do EVM (F4), diferentemente do ocorrido com as amostras
F2, que ndo continham o TiO2 na composicdo e sofreram alteragdo do meio apos a
adicao do extrato.

Na andlise do odor, observou-se que as formulagcbes F1 e F3 possuiam odor
caracteristico das matérias que presentes na emulséo e, F2 e F4 apresentaram odor
caracteristico do extrato utilizado, que permaneceram durante inalterados ao final do

ensaio.

5.3 Atividade Antioxidante do Extrato de Vaccinium Myrtillus L.

O potencial antioxidante do EVM foi determinado por meio da acgao
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe), de acordo com
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacbes. Método realizado em
temperatura ambiente, o que elimina a possivel degradagéo térmica das moléculas
testadas (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A avaliacdo da atividade
sequestrante do DPPHe estima o poder redutor de um composto antioxidante, que
ao doar elétron para um radical livre, oxida-se (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Visando reduzir interferentes do método, foram padronizadas variaveis. O radical
livre DPPHe+ pode ter seu processo de decomposicdo acelerado pela luz, oxigénio e
altas temperaturas, observando-se alteracdes nos valores de absorbancia apresentados
(OZCELIK, LEE; MIN., 2003)
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O metanol foi o solvente de escolha pois assegura maior estabilidade ao radical
DPPHe, colaborando com o rigor dos resultados obtidos na avaliacdo das amostras
(SHARMA; BHAT, 2009). No caso especifico do EVM, o metanol, ndo interferiu
negativamente na capacidade antioxidante apresentada por este bioativo (Duarte—
Almeida e colaboradores (2006).

A concentragcdo da solugdo metanolica do DPPHe definida para os ensaios
realizados foi de 70 uM, que segundo Molyneux (2004), obtém-se melhor valor para
a observacdo da absorbancia das analises. O tempo de reacdo entre o radical e
amostra foi padronizado em 30 minutos, em temperatura ambiente (25,0 + 2,0°C) e
ao abrigo da luz.

O potencial antioxidante de uma substancia corresponde a quantidade de
DPPHe consumida por esta, em determinado tempo e, segundo Duarte—Almeida e
colaboradores (2006), o EVM possui atividade antioxidante moderada. De acordo
com a Tabela 7 a atividade antioxidante (%) obtida do EVM na concentragao de 40
pg/mL foi de 32,30%.

Tabela 7: Atividade Antioxidante do EVM em diferentes concentragcdes

Concentracéo do EVM (ug/mL p/v) Atividade antioxidante (%)
0,04 17,17+ 0,6"
0,4 20,17+ 0,8°
4,0 21,92+ 1,3°
40,0 32,30+ 1,2°

Legenda: Resultados de atividade antioxidante expressos como média + desvio padrdo n=3. Letras
diferentes na mesma coluna representam diferencas entre os valores dos grupos; Os resultados
foram avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way e Tukey.

Pela anélise dos resultados na Tabela 7, constatou-se que as diferentes
concentracbes do bioativo EVM apresentaram atividade antioxidante mesmo em
reduzidas concentragbes. A porcentagem antioxidante referente ao EVM de 17,17,
20,17; 21,92 e 32,30%, respectivamente, para as concentra¢des iguais a 0,04; 0,4;
4,0 e 40,0 pg/mL, sdo corroboradas com o potencial antioxidante encontrado por
Duarte-Almeida, et al., (2006), ao avaliar o extrato de mirtilo e a polpa congelada da

fruta.
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A avaliacdo da atividade antioxidante do EVM em concentra¢des superiores,
ndo foi viavel devido a intensa coloracdo purpura apresentada pelo bioativo,
promovendo interferéncia na visualizacdo da descoloracdo do DPPHe, que
inicialmente possui a cor parpura e, ap0s reacdo com o composto antioxidante que
doa um hidrogénio & molécula, reduzindo-a e promovendo alteragdo de cor
(passando a apresentar coloragdo amarela) e decréscimo nos valores de
absorbancia (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Considerando os resultados obtidos neste estudo e a literatura, foi possivel
constatar que compostos bioativos como o EVM, que possui comprovada atividade
antioxidante, associado as formulacdes antissolares, representam uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de protetores solares multifuncionais (CALO, R.,
MARABINI, L. 2014).

5.4 Atividade fotoprotetora in vitro: fator de protecdo solar (FPS) e

fotoestabilidade

A combinacéo dos filtros utilizados nas amostras foi selecionada para propiciar
espectro de absorcédo na regido do UVB e UVA, ademais, a fotoestabilidade e a
sinergia entre os filtros foram critérios utilizados. Visando obter otimiza¢do na protecéo
solar, os bioativos foram adicionados as formulacdes antissolares pois interagem com
os filtros quimicos e/ou fisicos, alterando parametros que podem interferir na eficacia
do FPS e comprimento de onda critico (VELASCO et al., 2008).

A atividade fotoprotetora in vitro das formulacées F1 e F2 foi mensurada por
meio da espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracdo e o
programa computacional acoplado ao equipamento converteu o0s valores de
transmitancia na faixa do UVA e UVB, definindo o FPS estimado e o comprimento de
onda critico (nm) das formulacdes F1 e F2. Através da avaliagdo do comprimento de
onda critico que é o comprimento de onda para o qual a area sob a curva integrada
de densidade otica inicia em 290,0 nm e é igual a 90% da area integrada entre 290,0
e 400,0 nm, fornece-se a amplitude de protecdo considerando o0 espectro da
radiacdo UV (UNITED STATES, 2011).

Os valores de FPS estimado e o comprimento de onda critico das amostras
F1, F2, F3 e F4 estédo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8: Valores de FPS in vitro e comprimento de onda critico das formulagcdes
(F1, F2, F3 e F4)

Formulagéo Valor de FPS Comprimento de Onda Critico
A (nm)
F1 10+01° N.A.
F2 1.0+01" N.A.
F3 35,338+0,76 381,66° +0,87
F4 18,33° +0,76 380,66°+0,76

Legenda: F1: Emulsdo base; F2: Emulsdo base + EVM 5,0%; N.A. - ndo aplicavel, F3 — emulsao
antissolar; F4 — emulsao antissolar + 5,0% de EVM; FPS — Valor de protecdo solar estimado; A critico
(nm) — comprimento de onda critico; Resultados avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA
One-Way, seguido de teste de Tukey para comparac¢éo entre os grupos (nivel de significancia = 0,05);
Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas entre os grupos.

Foi possivel observar na Tabela 8, que F1 e F2 apresentaram valores de FPS
estimado, proximo a 1,0, sendo considerados ndo expressivos e 0s valores de
absorbancia (perfil espectral) apresentado pelas amostras foi proximo de zero, ndo
sendo possivel realizar a analise do comprimento de onda critico e evidenciando a
nao eficacia fotoprotetora das amostras.

A Legislacdo Brasileira determina que para um produto ser considerado
protetor solar, o comprimento de onda critico deve ser no minimo 370 nm e o FPS
acima de 6 (BRASIL, 2012). Partindo desses dados, os itens expostos na tabela
demonstram que as formulacdes F3 e F4 foram consideradas fotoprotetoras.

De acordo com a Tabela 8, as formulagbes antissolares F3 e F4 nao
apresentaram diferencas em relacdo ao comprimento de onda critico. Em relacéo ao
valor de FPS estimado houve redugéo na eficacia anti-UVB em F4 que continha filtros
UV e o0 EVM (bioativo).

Segundo Nishikawa (2012), a presenca de concentracdes elevadas (acima de
0,1%) de bioativo pode propiciar a formacdo de aglomerados que dificultaram o
espalhamento das formulagcbes e a ndo obtencdo de resultados sinérgicos
satisfatério no perfil de FPS desenvolvido pelas mesmas.

De acordo com Brouillard, Wigand e Dangles (1991), os flavonoides
demostram alta absorbancia na faixa de 250 a 270 nm (regiao UV) e, as
antocianinas, absorcao intensa, entre 520 a 560 nm (regido visivel) e, segundo

Schalka e colaboradores (2012), os protetores solares coloridos possuem a
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caracteristica de absorver na faixa de 400nm, propriedade que pode ter sido
transferida pelo bioativo avaliado neste estudo que conferiu coloracdo violacea
intensa, atribuida as antocianinas presentes no EVM, a formulacéo F4.

As formulacdes F3 e F4 foram avaliadas apos irradiacdo, sendo possivel
prever possiveis degradac¢fes dos filtros solares e/ou compostos bioativos, quando
expostos a radiacao ultravioleta. Na Figura 9 observam-se, os parametros de FPS

irradiados, comparados com aqueles da pré-irradiacao.

Figura 9: Comparativo de FPS estimado entre as formula¢gBes F3 e F4 antes e apos

irradiacéo

Comparativo de FPS - F3 e F4 Irradiado e Néo irradiado e Néo Irradiado

10
35
30
25
20
15

10

L

F3 F3+Ir F4 F4 +Ir

Legenda: F3 — emulsdo antissolar; F3+Ir — emulsdo antissolar apos irradiacdo; F4 — emulsédo
antissolar + 5,0% de EVM; F4+Ir - emulséo antissolar + 5,0% de EVM ap6s irradiacao.

Na Figura 10 pode-se observar os parametros de comprimento de onda critico
irradiados comparados com aqueles da pré-irradiacao.
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Figura 10: Comparativo de valores de onda critico entre as formulacdes F3 e F4

antes e apos irradiacéo
Comparativo dos valores de onda critico - F3 e F4

F4 + I
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!
I

(=)

Legenda: F3 — emulsdo antissolar; F3+Ir — emulsdo antissolar apos irradiacdo; F4 — emulséo
antissolar + 5,0% de EVM; F4+Ir - emulséo antissolar + 5,0% de EVM ap6s irradiacéo.

De acordo a Figura 9, o FPS de F3 (formulacdo antissolar) sofreu reducéo
apos a incorporacdo de 5,0% do EVM. Fato que também ocorreu apos a irradiacao
de ambas as formulagdes avaliadas (F3 e F4), no entanto a amostra (F4) contendo o
composto bioativo favoreceu a fotoestabilidade da formulagcdo. Mesmo com a
atividade antioxidante comprovada de diversos bioativos, resultados apresentados
por Daher, 2014 ndo demonstraram eficacia fotoprotetora ou potencializacdo do FPS
em formulagbes contendo filtros solares aditivadas com ativos naturais. Essas,
mesmo néo sendo eficazes na absorgéo da radiagcao UV, foram capazes de reduzir
o fotoeritema (WANG; BALAGULA; OSTERWALDER, 2010) e reduzir os radicais
livres gerados pela radiagdo UVB. No entanto, apesar do EVM incorporado as
formulacbes fotoprotetoras ndo ter aumentado o FPS, ndo se deve descartar a
possibilidade do bioativo atuar como antioxidante, por meio de inibir a formagao de
radicais livres provenientes do contato da pele com a radiagdo UV e, também, como

potencial agente fotoestabilizador.
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5.5 Avaliagéo do potencial de irritacao ocular

O ensaio HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane) é um
método alternativo a experimentacdo animal, embasa-se na similaridade da
membrana corioalantoide (CAM) de um ovo de galinha embrionado e a mucosa do
olho humano ou de coelho, devido ao semelhante tecido vascularizado. Seus
resultados sdo comparados aqueles obtidos no teste de Draize in vivo, atualmente
nao recomendado para testar matérias-primas ou produtos cosméticos (ALLTOX,
2016).

O ICCVAM (Interagency Coordinating Commitee on Validation of Alternative
Methods) preconiza que os resultados podem ser aceitos somente se o controle
positivo for classificado como fortemente irritante por meio do indice de irritacdo
ocular (IS) (ICCVAM, 2010).

O controle positivo apresentou os fendmenos de hemorragia e lise no tempo
meédio de 2 segundo, sendo o resultado considerado aceitavel.

A formulacdo F4 (emulsdo fotoprotetora acrescida de 5,0% de EVM),
apresenta coloracdo arroxeada, que poderia dificultar a visualizacdo dos fendbmenos
ocorridos na CAM. Esta dificuldade foi contornada quando a amostra F4 foi diluida
a 10,0% (p/v) em solucao fisiologica (BLEIN et al.,1991) e aplicada na CAM e
durante os 5 min (300seg) de ensaio, como pode ser observado na Figura 11, ndo
foram observadas envidencias de coagulacédo, lise ou hemorragia dos vasos.
Baseado no resultado obtido por meio da Equacdo 4, com os dados descritos na
Tabela 9 e de acordo com o Quadro 2, a formulacdo foi considerada NAO
IRRITANTE.
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Figura 11: Imagens obtidas do efeito da formulacdo F4 em diferentes tempos —

sobre a membrana corioalantoide

Figura 12: Imagens obtidas do efeito da solucéo fisiologica (cloreto de sddio — NaCl
— a 0,9% pl/v) - controle negativo - em diferentes tempos — sobre a membrana

corioalantoide

-
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Figura 13: Imagens obtidas do efeito da dispersédo de SDS (1,0% p/v) — controle

positivo - em diferentes tempos — sobre a membrana corioalantoide

2 minutos ' 5 minutos

Tabela 9: Classificacdo do potencial de irritacdo ocular — Hen's Egg Test —
Chorioallantoic Membrane method (HET-CAM) da formulagéo F4

Formulacdo/ | Concentracdo | Tmedio (S) Tmédio IS Classificagao
Produto (%p/p) ) (S)
Hemorragia
Lise
F4 10,0 - - 0,1 NI
SDS 1,0 2 2 11,96 Sl

Legenda: F4 — Formulacao Fotoprotetora com 5,0% (p/p) de EVM (Diluida a 10%); SDS —
Dodecilsulfato de sédio (controle positivo); IS — potencial irritante ocular; NI — ndo irritante; SI —
fortemente irritante.

Célculo do ensaio in vitro HET-CAM, segundo Equacéo 4:

IS

301-H 301—L 301 —-C
=g x5+g X7+ ——— X9

300 300 300
1S=0,1
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O protetor solar é um produto aplicado na face e pode ter contato com os
olhos. O resultado obtido no ensaio HET-CAM, classificando o produto como NA'O
IRRITANTE, sugere que o a formulacédo € segura e ndao apresenta riscos eminentes

de provocar reacdes adversas na pele/mucosa.

5.6. Avaliacdo da eficacia fotoprotetora

As formulacdes F3 e F4 foram avaliadas quanto a eficacia fotoprotetora in
vivo, por meio da definicdo do FPS obtido em voluntarios.

O estudo envolveu sujeitos de fototipo entre | e Ill e foi considerado valido
com intervalo de confianca de 95%. As analises encontraram-se no intervalo da
variacdo de + 17% do FPS médio em funcéo das formulacdes-teste e para o padréo,
itens de acordo com as agéncias regulatorias (BRASIL, 2012; UNITED STATES,
2011). A Figura 14 descreve que a formulacdo F4 (EVM - 5,0% p/p) ndo apresentou

aumento significativo de FPS em comparacdo com F3 (sem EVM).

Figura 14: Avaliacdo da eficacia fotoprotetora das formulacbes F3 (sem EVM) e F4
(EVM - 5,0% p/p)

81 mm FPS
B FPS+EVM5%

FPS in vivo
=

FPS FPS+EVM5%

Legenda: FPS — emulsao antissolar (F3); FPS+EVM5,0% - emulséo antissolar + 5,0% de EVM (F4).
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De acordo com a Figura 14, as formulagbes nao foram consideradas
fotoprotetoras por ndo apresentarem FPS = 6 (BRASIL, 2012; UNITED STATES,
2011). Foi observado que F4 (emulsdo com filtros solares orgéanicos, inorganicos e
5,0% EVM) nao apresentou elevacdo na protecdo desenvolvida, com possivel
explicagdo da formacdo de aglomerados que sdo imperceptiveis a visdo, pelos
bioativos em altas concentragdes, que dificultariam o espalhamento da formulagao
sobre a superficie de atuacao, proporcionando assim, interferéncia negativa sobre a
formacdo de filmes sobre a pele e a ndo obtencdo de resultados sinérgicos
satisfatorios no perfil de FPS (NISHIKAWA, 2012).

As andlises da avaliacdo da eficacia fotoprotetora in vivo das amostras F3 e
F4, que apresentaram FPS inferiores aos obtidos na verificacdo da atividade
fotoprotetora in vitro, foram realizadas 24 (vinte e quatro) semanas ap0s 0 preparo
das formulagdes. Segundo Magari (2004), as substancias ativas presentes nas
formulacées podem apresentar processo de degradacdo durante o armazenamento,
ocasionando alteracbes negativas nos parametros de estabilidade como
viscosidade, eficacia dos conservantes, no comportamento reolégico e no valor de
FPS desenvolvido pelo produto final (GIANETTI et al., 2012; GUARATINI et al.,
2009). Em estudo realizado por Seixas (2014), foi observado que a atividade
catalitica dos filtros inorganicos promove degradacéo dos filtros UV orgéanicos e, o
octocrileno (filtro UV) quando presente na mesma formulacdo que o didoxido de
titAnio, apresentou acentuada degradacdo. Fato que pode ter impactado
negativamente na eficacia fotoprotetora in vivo de F3 e F4. A alta reatividade
catalitica do filtro inorganico pode explicar a possivel degradagédo e ndo eficicia do
composto bioativo presente na amostra F4 (LIMA; SERRA, 2013).

O método para obtencdo do FPS avalia a protecdo proporcionada nos
comprimentos de onda UVB. Células da linhagem HaCaT foram previamente
tratadas com EVM e irradiadas no intervalo do UVB, porém, ndo houve protecédo das
mesmas quanto aos efeitos nocivos causados pela radiacdo. No entanto quando
expostas a radiacdo UVA, promoveu protecao significativa, evitando a formacao de
espécies reativas de oxigénio e inibindo o desencadeamento da reacdo de oxidagao
nos lipideos da membrana celular (CALO, R., MARABINI, L. 2014). Fato corroborado
com os resultados de Lima, Melo e Lima 2005 que demonstraram significativa
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absorbancia, na regido do UVA, quando as antocianinas se encontravam em valor
de pH 6,0; meio das formulacfes F3 e F4.

Referente aos bioativos presentes na formulacdo F4 e de acordo com
Brouillard, Wigand e Dangles (1991), os flavonoides demostram alta absorbancia na
faixa de 250 a 270 nm (regidao UV) e, as antocianinas como as presentes no EVM,
possuem intensa absor¢do na faixa de 520 a 560 nm (regido visivel), ndo atribuindo
intensa absorcao na regido do UVB, o que justifica a ndo observagcdo de aumento no
FPS desenvolvido por F4.

Os resultados obtidos no ensaio de FPS in vivo foram corroborados com os
resultados obtidos por Daher, 2014 no qual a associacdo do extrato de acai 5,0%
em formulacao fotoprotetora ndo propiciou acréscimo significativo no valor de FPS.
Todavia, a formulacdo fotoprotetora contendo EVM apresentou protecdo mais

homogénea, quando comparada a mesma formulacéo fotoprotetora sem EVM.

5.7. Hidratacao superficial da pele

O potencial de hidratacdo superficial da pele foi mensurado por meio da
corneometria, utilizando dgua como controle negativo (PINNAGODA et al., 1990),
em 20 voluntarios do sexo feminino e masculino com idade entre 20 e 35 anos que
foram selecionados de acordo com os termos de inclusédo e exclusdo estabelecidos
para o estudo.

Foram avaliadas, quanto ao perfil de hidratacdo superficial da pele, as

formulagbes F3 e F4 e 0 desempenho de ambas esté descrito na Figura 15.
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Figura 15: Perfil de Hidratacdo — Formulacdes Fotoprotetoras com e sem EVM
(5,0%)

1507 mm-s

Hidratagéo superficial da pele

2h 4h Tempo (horas)

Legenda: F3 — emulséo antissolar; F4 - emulsédo antissolar + 5,0% de EVM.

Os resultados demonstraram que o EVM né&o alterou a hidratagéo superficial da
pele, por meio da formulacdo F4, mantendo-a por periodo de quatro horas. Segundo
Velasco e colaboradores (2012) a adicdo de substancias formadoras de filme, que
possibilitassem a formacédo de uma camada oclusiva sobre a pele, poderiam alterar
positivamente o perfil de hidratacéo superficial da pele. No presente estudo, pode-se
inferir que a formacao de filme promovida pela amostra néo favoreceu a elevacéo da
hidratacdo superficial da pele, por exemplo, pelo desenvolvimento de filme néo

adequadamente uniforme e ndo-oclusivo na superficie cutanea.
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CONCLUSOES




57

6. CONCLUSOES

e Preparo das formulacoes fotoprotetoras e estabilidade

Todas as emulsdes preparadas, contendo ou ndo o extrato de Vaccinium myrtillus
L. e octocrileno, MBBT e TiO2, apresentaram valor de pH levemente acido. O
aspecto, a cor e o odor das amostras permaneceram macroscopicamente

inalterados, apés a estabilidade preliminar.

¢ Atividade antioxidante do Extrato de Vaccinium myrtillus L.
O EVM desenvolveu perfil antioxidante, comprovado pelo ensaio do DHPP, em

diversas concentracoes.

e Ensaios in vitro

A formulacdo F4, que continha 5,0% de EVM, foi testada quanto ao perfil de
seguranca pelo teste de HET-CAM e foi considerada néo irritante. Por meio da
determinacao da eficacia fotoprotetora in vitro, verificou-se que a presenca do EVM
reduziu a protecdo anti-UVB. Referente ao parametro do comprimento de onda

critico, todas as amostras apresentaram valor superior a 370nm.

e Ensaios invivo

O valor FPS das formulacbes F3 e F4, foram semelhantes e ndo apresentaram
valores superiores a 15, portanto, ndo foram consideradas de amplo espectro de
protecdo. A formulacdo fotoprotetora F4, que continha 5,0% de EVM em sua
composicdo, foi avaliada quanto ao perfil de hidratacdo e n&o alterou este

parametro da pele, mantendo-a inalterada por periodo de quatro horas.
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ANEXO C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — para o

ensaio de Avaliacédo do Fator de Protecao Solar (FPS)

& |Pclin

Universidade de S50 Paulo —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Universidade de S3o0 Paulo
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
DETERMINAGAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR - FPS

I. Nome do participante

Documento de Identidade (tipo) N° Sexo: ()M () F
Local de Nascimento: Data de Nascimento: /[
Endereco:

Complemento: Bairro: CEP:

Cidade: Estado:

Telefone (residencial): Telefone (celular):

Il. DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracteriza¢éo fisico-quimica, funcional e eficacia clinica de fotoprotetores
bioativos contendo extrato de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.)

1. Pesquisador responséavel: André Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358 e (11) 94225-0033
N° de registro do Conselho Regional de Farmacia: CRF-SP 30976

Cargo/Funcéo: Professor Doutor da Universidade de Sao Paulo

Departamento da FCF/USP: Departamento de Farmacia

Colaboradora: Nadia Ruscinc / fone (12)40092730 e (12)982089400
Cargo/Func¢éo: Mestranda Departamento da FCF/USP: Departamento de Farmécia

Colaboradora: Leila Bloch /fone: (11) 2609-4000/(11) 97030-2777
Cargo/Funcéo: Dermatologista / Médica responsavel CRM: 108.287

Responsavel pela aplicacdo do TCLE
Empresa: IPclin Pesquisa Integrada

2. Avaliacao do risco da pesquisa

Risco Minimo  (X)
3. Faixa etéria dos participantes da pesquisa: de 18 a 60 anos

4. Duracédo da Pesquisa: 2 dias

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Péginaldes
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Universidade de S50 Paulo —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Universidade de S3o0 Paulo
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
DETERMINAGAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR - FPS

lIl - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE DO TESTE SOBRE
A PESQUISA:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa

Este trabalho se prop&e avaliar a eficacia das formulacdes dermocosmeéticas fotoprotetoras por meio
da determinac¢é&o do fator de protecéo solar (FPS).

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos; incluindo a identificagdo dos procedimentos
experimentais:

e Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Pedimos que leia detalhadamente
esse Termo de Consentimento e, apenas se concordar com 0s itens mencionados, assine-o
em duas vias (uma delas sera entregue a vocé).

e Todas as dlvidas surgidas durante e apds o trabalho serdo prontamente esclarecidas.

e Para a realizacdo deste teste serdo convidados 20 participantes, sendo 10 participantes
avaliaveis, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 60 anos e que queiram participar desta
pesquisa.

e Para a realizacdo deste teste, vocé comparecerd ao Instituto de Pesquisa em dois dias
consecutivos.

¢ No primeiro dia vocé vira ao Instituto para uma avaliacdo clinica da sua pele por um médico
dermatologista, com posterior aplicagdo do(s) produto(s), que estdo sendo avaliados nessa
pesquisa, em suas costas.

e Apoés 20 minutos da aplicacdo, a area contendo o(s) produto(s) avaliados nessa pesquisa
sera exposta (durante 1 a 3 minutos) a uma fonte emissora de luz que reproduz a radiacédo
solar (UVB) emitida pelo sol em um dia ensolarado.

e Adicionalmente, uma area de suas costas que nao foi utlizada para aplicacdo do(s)
produto(s) avaliados nessa pesquisa, sera utilizada como controle do teste, e também sera
exposta (durante 1 a 3 minutos) a fonte emissora de luz que reproduz a radiagédo solar. A
intensidade dessa radiacdo serd aumentada em progressdao geométrica (com aumento
constante) e este ensaio tera a duracdo de 1 a 3 minutos apenas, causando pouco e
suportavel desconforto, semelhante ao contato com uma superficie quente durante poucos
minutos. Por se tratar de um teste de curta duracdo, ndo sera necessario que vocé realize
refeigdes no local onde esta sendo realizado o teste (Instituo de Pesquisa).

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pégina2de5
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Universidade de S50 Paulo e

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTOQ LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

DETERMINAGAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR - FP5

e No dia seguinte vocé devera retornar ao Instituto de Pesquisa para que seja realizado o
exame das areas expostas a fonte emissora de luz que reproduziu a radiagdo solar.

Solicitamos que durante o periodo do teste vocé siga algumas recomendacdes e somente se
concordar devera assinar este termo de consentimento livre e esclarecido:

e N3ao estar gravida ou com inten¢cdo de engravidar durante o teste;

e Nao alterar habitos cosméticos, de higiene, de dieta e de exercicios;

e Evitar pratica intensiva de esportes;

e Evitar exposi¢éo solar intensa, banhos de mar ou piscina durante todo o teste;

e Nao alterar o tratamento hormonal, nem o método contraceptivo medicamentoso;

e Na&o utilizar medicac¢des de uso topico ou sistémico: anti-inflamatérios ndo hormonais de uso
continuo (a ser avaliado pelo médico responséavel); corticoides; anti-histaminicos;
imunossupressores; vitamina A acida;

¢ Nao realizar tratamento estético, cosmiatrico ou dermatoldgico;

e Nao retirar ou molhar o adesivo;

e Nao usar produtos cosmeéticos préximos a area do teste;

e Nao se vacinar durante o teste;

Evitar roupas muito justas para nao tirar o adesivo e nao irritar a pele.

3. Desconforto e riscos esperados

Todas as substancias que compBem o produto sdo regularmente utilizadas em formulacdes de
produtos cosméticos e sdo consideradas seguras para a finalidade (uso cosmético para protegdo da
pele) que se destinam e na forma de aplicagdo proposta. No entanto, ainda que raras, ressaltamos
que reac8es inesperadas, decorrentes da aplicacao tépica (o produto permanece na superficie da
pele, apenas com efeito local) dos produtos avaliados nessa pesquisa, podem ocorrer, incluindo
dermatites de contato (rea¢éo inflamatéria na pele quando exposta a um agente capaz de causar
irritacdo) e/ou alérgica com intensidades variaveis, podendo ser graves.

Os cuidados e acompanhamento necessarios serao fornecidos pelos pesquisadores e médico
dermatologista, durante todas as etapas do teste. Caso vocé necessite de assisténcia médica ou
esclarecimento, favor entrar em contato com o IPclin Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua
Evandro César Gnaccarini, 235, Vila das Horténcias, Jundiai / SP, CEP:13209-410, telefone:
(11)4087-0092 (horario comercial) ou com o pesquisador responsavel Dr.2 Leila Bloch (11) 97030-
2777 (contato de emergéncia disponivel 24 horas).

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina3des
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TERMO DE CONSENTIMENTOQ LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
DETERMINAGAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR - FP5

4. Beneficios que poderédo ser obtidos:

Vocé ndo obterd nenhum beneficio financeiro e & sua salde. No entanto, vocé estara ajudando, como
participante desta pesquisa, a ampliar o conhecimento sobre seguranca e eficacia de produtos
cosmeéticos.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
PARTICIPANTE DE PESQUISA

e Vocé tera acesso, a qualquer tempo, as informa¢Bes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

e Vocé podera retirar seu consentimento a qualquer momento do teste, comunicando sua
desisténcia ao pesquisador responséavel pelo seu acompanhamento e deixar de participar do
teste, sem que isso acarrete qualquer consequéncia negativa a vocé.

e Todas as informacdes obtidas e declaradas por vocé serdo tratadas de maneira confidencial,
sendo que apenas as pessoas diretamente ligadas a este teste, poderdo ter acesso, sem com
isso, violar a confidencialidade. Se os resultados do teste forem publicados, sua identidade
continuara sendo preservada.

e Garantimos que eventuais despesas, decorrentes exclusivamente da participacdo nesta
pesquisa, serdo completamente ressarcidas.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

No caso de coceira intensa ou outros sinais fortes de irritagcdo, comunique imediatamente,
comparecendo ao local de aplicacdo do teste ou pelo telefone (11)4087-0092 (horario comercial) ou
telefone da Dr.2 Leila Bloch (11) 97030-2777.

Em caso de reacbes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial e/ou
internacdo, os responsaveis pela pesquisa, incluindo médico dermatologista, lhe acompanharéo até o
Hospital de Caridade S&o Vicente de Paulo (Rua Sdo Vicente de Paulo. 223 — Centro — Jundiai — S&o
Paulo, CEP.:13201-625, telefone (11) 4583-8155), que apresenta infraestrutura adequada para
qualquer tratamento que se faca necessario. Garantimos que todas as despesas decorrentes do
tratamento seréo arcadas, de forma integral, pelos responséaveis por esta pesquisa.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimenta Paginaddebs
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
DETERMINAGAQ DO FATOR DE PROTEGCAO SOLAR - FPS

VI — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Séo Paulo, de de

Assinatura do participante da Pesquisa Assinatura do responsavel por aplicar o TCLE

Para qualquer questéo, duvida, esclarecimento ou reclamagédo sobre aspectos éticos relativos a este
protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — Av Prof Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantd — Sao Paulo — CEP 05508-900, Telefone (11) 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina5des
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ANEXO D: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — parao

ensaio de Hidratacdo Cutanea

& |Pclin

Universidade de S30 Paulo —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREC)DO - TCLE
DETERMINACAO DA HIDRATACAO DA PELE

I. Nome do patrticipante

Documento de Identidade (tipo) Ne° Sexo: ()M()F
Local de Nascimento: Data de Nascimento: /[
Endereco:

Complemento: Bairro: CEP:

Cidade: Estado:

Telefone (residencial): Telefone (celular):

Il. DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo fisico-quimica, funcional e eficacia clinica de fotoprotetores
bioativos contendo extrato de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.)

1. Pesquisador responsavel: André Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358 e (11) 94225-0033
N° de registro do Conselho Regional de Farmacia: CRF-SP 30976

Cargo/Funcéo: Professor Doutor da Universidade de S&o Paulo

Departamento da FCF/USP: Departamento de Farmacia

Colaboradora: Nadia Ruscinc / fone (12)40092730 e (12)982089400
Cargo/Func¢édo: Mestranda Departamento da FCF/USP: Departamento de Farmacia

Colaboradora: Leila Bloch /fone: (11) 2609-4000/(11) 97030-2777
Cargo/Funcao: Dermatologista / Médica responsavel CRM: 108.287

Responsavel pela aplicacdo do TCLE
Empresa: IPclin Pesquisa Integrada

2. Avaliacao do risco da pesquisa

Risco Minimo  (X)

3. Faixa etéria dos participantes da pesquisa: de 18 a 60 anos

4. Duracédo da Pesquisa: 2 dias (9 horas no primeiro dia e 1 hora no segundo dia)

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Péginaldes
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TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREC|DO - TCLE
DETERMINACAO DA HIDRATACAO DA PELE

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE DO TESTE SOBRE
A PESQUISA:

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar a hidratacéo
da pele apos a aplicagdo de produtos cosméticos fotoprotetores. Pedimos que leia detalhadamente
este Termo de Consentimento e, apenas se concordar com os itens mencionados, assine-o em duas
vias (uma delas sera entregue a vocé). Todas as duavidas surgidas durante ou apés o teste serdo
prontamente esclarecidas.

Para a realizagdo deste teste, vocé comparecera ao local da pesquisa dois dias consecutivos,
permanecendo no local por um periodo de 9 (nove) horas no primeiro dia e 1(uma) hora no segundo
dia.

No primeiro dia, serd realizada uma avaliacao clinica da sua pele. Se vocé atender aos
requisitos para o teste, vocé ficara durante 30 minutos em uma sala gelada, com temperatura e
umidade relativa do ar, a 20,0 £ 2,0°C e 45,0 £ 5,0%, respectivamente, e entdo sera feito um exame
inicial no seu antebraco com auxilio da sonda de um equipamento. Esta medicéo é feita encostando o
equipamento na regido a ser medida por alguns segundos e ndo causara nenhum tipo de
desconforto. ApGs este exame, os produtos serdo aplicados em uma regido do antebrago e novas
medidas serdo feitas apos 2, 4 e 8 horas. Apds esta etapa, vocé sera orientado sobre o horario que
devera comparecer no proximo dia e podera deixar as dependéncias do local da pesquisa. Durante o
periodo de permanéncia na instituicdo, sera oferecida refeicao.

No segundo dia, a ultima medigdo sera realizada (24 horas ap0s a aplicacdo do produto) e
apos esta etapa, vocé podera deixar as dependéncias do local da pesquisa definitivamente. Os
resultados obtidos através do equipamento serdo posteriormente avaliados, por pesquisadores
treinados, para determinagdo da hidratagdo natural da pele (exame inicial) e também da hidratacao
da pele apo6s tratamento com o(s) fotoprotetor(es) na area de aplicacao.

Todas as substancias que comp8em o produto sdo regularmente utilizadas em formulagées
de produtos cosméticos e sdo consideradas seguras para a finalidade (uso cosmético para protecao
da pele) que se destinam e na forma de aplicacdo proposta. No entanto, ainda que raras, ressaltamos
que reacBes inesperadas, decorrentes da aplicacao tdpica (o produto permanece na superficie da
pele, apenas com efeito local) dos produtos avaliados nessa pesquisa, podem ocorrer, incluindo
dermatites de contato (reacéo inflamatéria na pele quando exposta a um agente capaz de causar
irritagdo) e/ou alérgica com intensidades varidveis, podendo ser graves.

Os cuidados e acompanhamento necessarios serdo fornecidos pelos pesquisadores e médico
dermatologista, durante todas as etapas do teste. Caso vocé necessite de assisténcia médica ou
esclarecimento, favor entrar em contato com o IPclin Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua
Evandro César Gnaccarini, 235, Vila das Horténcias, Jundiai / SP, CEP:13209 410, telefone:
(11)4087-0092 (horario comercial) ou com o pesquisador responsavel Dr.2 Leila Bloch (11) 97030-
2777 (contato de emergéncia disponivel 24 horas).

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina2des
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TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREC|DO - TCLE
DETERMINACAO DA HIDRATACAO DA PELE

Solicitamos que durante o periodo de teste (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio e trés
dias apés a sua finalizacdo), vocé siga algumas recomendacdes e somente se concordar devera
assinar este termo de consentimento livre e esclarecido:

N&o estar gravida ou com intencé@o de engravidar durante o teste;

N&o alterar habitos cosméticos, de higiene, de dieta e de exercicios;

Evitar préatica intensiva de esportes;

Evitar exposigéo solar intensa, banhos de mar ou piscina durante todo o teste;
N&o alterar o tratamento hormonal, nem o método contraceptivo medicamentoso;
e Na&o utilizar medicacdes de uso tdpico ou sistémico: anti-inflamatérios ndo hormonais de uso
continuo (a ser avaliado pelo médico responsavel); corticoides; antihistaminicos;
imunossupressores; vitamina A acida;

N&o realizar tratamento estético, cosmiatrico ou dermatoldgico;

Na&o retirar ou molhar o adesivo;

N&o usar produtos cosméticos préximos a area do teste;

N&o se vacinar durante o teste;

Evitar roupas muito justas para ndo tirar o adesivo e néao irritar a pele.

3. Desconforto e riscos esperados

Todas as substancias que compdem o produto s&o regularmente utilizadas em formulagtes
de produtos cosméticos e sdo consideradas seguras para a finalidade (uso cosmético para protegao
da pele) que se destinam e na forma de aplicacdo proposta. No entanto, ainda que raras, ressaltamos
que reacBes inesperadas, decorrentes da aplicacao tdpica (o produto permanece na superficie da
pele, apenas com efeito local) dos produtos avaliados nessa pesquisa, podem ocorrer, incluindo
dermatites de contato (reacéo inflamatéria na pele quando exposta a um agente capaz de causar
irritacdo) e/ou alérgica com intensidades varidveis, podendo ser graves.

Os cuidados e acompanhamento necessarios serao fornecidos pelos pesquisadores e médico
dermatologista, durante todas as etapas do teste. Caso vocé necessite de assisténcia médica ou
esclarecimento, favor entrar em contato com o IPclin Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua
Evandro César Gnaccarini, 235, Vila das Horténcias, Jundiai / SP, CEP:13209-410, telefone:
(11)4087-0092 (horario comercial) ou com o pesquisador responsavel Dr.2 Leila Bloch (11) 97030-
2777 (contato de emergéncia disponivel 24 horas).

4. Beneficios que poderédo ser obtidos:

Vocé ndo obterd nenhum beneficio financeiro e & sua sadde. No entanto, vocé estara
ajudando, como participante desta pesquisa, a ampliar o conhecimento sobre seguranca e eficacia de
produtos cosméticos.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina3des
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA

e Vocé tera acesso, a qualquer tempo, as informa¢Bes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para esclarecer eventuais duvidas.

e Vocé poderd retirar seu consentimento a qualquer momento do teste, comunicando sua
desisténcia ao pesquisador responsavel pelo seu acompanhamento e deixar de participar do
teste, sem que isso acarrete qualquer consequéncia negativa a vocé.

e Todas as informacdes obtidas e declaradas por vocé serdo tratadas de maneira confidencial,
sendo que apenas as pessoas diretamente ligadas a este teste poderéo ter acesso, sem com
isso, violar a confidencialidade. Se os resultados do teste forem publicados, sua identidade
continuara sendo preservada.

e Garantimos que eventuais despesas, decorrentes exclusivamente da participagdo nesta
pesquisa, serdo completamente ressarcidas.

V — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

No caso de coceira intensa ou outros sinais fortes de irritagdo, comunique imediatamente,
comparecendo ao local de aplicacdo do teste ou pelo telefone (11)4087-0092 (horario comercial) ou
telefone da Dr.2 Leila Bloch (11) 97030-2777.

Em caso de reacBes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial e/ou
internacao, os responsaveis pela pesquisa, incluindo médico dermatologista, lhe acompanharéo até o
Hospital de Caridade Sao Vicente de Paulo (Rua S&o Vicente de Paulo. 223 — Centro — Jundiai — S&o
Paulo, CEP.:13201-625, telefone (11) 4583-8155), que apresenta infraestrutura adequada para
qualquer tratamento que se faca necessério. Garantimos que todas as despesas decorrentes do
tratamento seréo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis por esta pesquisa.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Péginadde5
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VI — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apés ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Séo Paulo, de de

Assinatura do participante da Pesquisa Assinatura do responsavel por aplicar o TCLE

Para qualquer questéo, divida, esclarecimento ou reclamagédo sobre aspectos éticos relativos a este
protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — Av Prof Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantd — Sao Paulo — CEP 05508-900, Telefone (11) 3091-3677 — e-mail: cepfcf@usp.br.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina5des
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CERTIFICADO DE ANALISES N° 87/14

INSUMO: BILBERRY P.E.

NOME BOTANICO: Vaccinium myrtillus L.

METODO DE EXTRAGAO: Extraido com etanol e 4gua em Spray Dry

LOTE: HK140413-A

ANEXO E: Certificado de Anélise do Insumo: Vaccinium myrtillus L.

. B

ORIGEM: China
FABRICACAO: 13/04/ 2014 VALIDADE: 13/04/2017
ANALISE ESPECIFICACAO RESULTADOS
Descrigdo P6 fino roxo escuro com odor e | Conforme
sabor caracteristicos.
Antocianidinas (UV) 25% 25.02%
Perda por dessecagao <5.0% 3.22%
Cinzas <10.0% 4.50%
Residuos de solvente <0.05% Conforme
Solubilidade (USP 36) Soldvel em dgua Conforme
Tamanho de Particula 100% deve passar em malha 80 | Conforme
Metais Pesados <10 ppm Conforme
Arsénico < 0.5 ppm Conforme
Chumbo <0.5ppm Conforme
Cadmio <0.5ppm Conforme
Mercurio N&o detectar Conforme
Microbiolégico:
Contagem total < 1000ufc/g < 10ufc/g
Bolores e Leveduras < 100ufc/g < 10ufc/g
Samonella Negativo Conforme
E. Coli Negativo Conforme
Staphylococcus Negativo Conforme

Referéncias: FABRICANTE

Parecer: Extrato vegetal conforme especificagdes.

Armazenamento: Conservar em recipientes bem fechados ao abrigo de luz, calor e

umidade.

@\

S3o José, 12 de dezembro de 2014.

Rua Palmira Laura Floréndio, 1997 - Real Parque — 530 José - Santa Catarina — CEP 88113-320
www.activepharmaceutica.com.br - Telefone: (48) 3207-7049

CNPJ: 09.026.759/0001-18
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