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RESUMO

GONCALVES, P.V. Avaliagao ex vivo da inibicao da peroxidagao lipidica do
estrato cérneo promovida por filtros UVB. 2018. 57p (Dissertagdo de
Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2018.

O aumento da incidéncia do cancer de pele esta associado a maior exposi¢cao a
luz solar e a adogéo de agdes de protecao ao Sol € uma estratégia para minimizar
os niveis cumulativos de danos a pele. Os raios ultravioletas (UV), ao alcangarem
o tecido cutidneo, podem causar eritema, inflamacgado, fotoenvelhecimento,
formacdo de rugas e imunossupressao, entre outros, devido a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s). A formacado de ERO’s, como o oxigénio
singleto, radical anion superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil,
elevam o risco dos danos foto-oxidativos. O desequilibrio entre a formacao de
ERO’s e os mecanismos antioxidantes do organismo desencadeia o estresse
oxidativo. Na pele, as ERO’s sdo as responsaveis pelo dano oxidativo no DNA,
proteinas e lipideos. Identificar e quantificar biomarcadores do estresse oxidativo
cutaneo é essencial para a correlagao entre os raios UV e seus efeitos. Deve-se
isto, em parte, a limitacdo de métodos para quantificar os pardmetros que sao
diretamente afetados pela exposi¢cdo aos raios UV, tais como a peroxidacao
lipidica. S0 necessarios métodos complementares para avaliacdo da eficacia de
fotoprotetores perante os danos causados por este tipo de estresse. Esta
pesquisa projeto compreendeu a avaliagdo ex vivo da eficacia de filtros solares
UVB por meio da quantificagdo da peroxidacao lipidica proveniente do estrato
cérneo removido por tape stripping. Foram preparados sistemas emulsionados do
tipo O/A com os filtros octocrileno, metoxicinamato de octila e salicilato de octila.
A caracterizagao funcional da eficacia fotoprotetora in vitro demonstrou que o filtro
octocrileno manteve-se estavel, mesmo apos exposi¢cao solar artificial. Os filtros
octocrileno (10% p/p), metoxicinamato de octila (10% p/p) e salicilato de octila
(5% p/p) alcangaram, apds irradiancia, respectivamente, os valores de FPS 5,7 +
2,1;4,7 £ 1,5 e 1,0 0,0. As formulagbes foram utilizadas na avaliagao da eficacia
fotoprotetora ex vivo. O método por CLAE, para quantificacdo da peroxidagao
lipidica no estrato cérneo, possuiu linearidade e demonstrou exatidao e precisao
satisfatérias. O estresse pela radiacdo UV desencadeou a peroxidacao lipidica no
estrato corneo. Em funcio do protocolo aplicado, ndo houve diferengcas entre as
amostras. A eficacia, com relacdo a inibicdo da peroxidacgao lipidica, foi similar em
todas as amostras.

Palavras-chave: TBARS, peroxidacao lipidica, ex vivo, filtro solar UVB.
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ABSTRACT

GONCALVES, P.V. Ex vivo evaluation of the inhibition of lipid peroxidation of
the stratum corneum promoted by UVB filters. 2018. 57p (Dissertagdo de
Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2018.

The increasing of incidence of skin cancer is associated with greater exposure to
sunlight and the adoption of sun protection actions is a strategy to minimize
cumulative levels of skin damage. Ultraviolet (UV) rays, when they reach the
cutaneous tissue, can cause erythema, inflammation, photoaging, wrinkling and
immunosuppression, among other things, due to the formation of reactive oxygen
species (ROS). The formation of ROS, such as singlet oxygen, superoxide anion
radical, hydrogen peroxide and hydroxyl radical, raise the risk of photooxidative
damage. The variation between the formation of ROS and the antioxidant
mechanisms of the organism triggers oxidative stress. In the skin, ROS are
responsible for oxidative damage in DNA, proteins and lipids. ldentifying and
quantifying biomarkers of cutaneous oxidative stress is essential for the correlation
between UV rays and their effects. This is partially due to the limitation of methods
for quantifying parameters that are directly affected by exposure to UV rays, such
as lipid peroxidation. Complementary methods are needed to evaluate the
effectiveness of photoprotectors because of the damage caused by this type of
stress. This research project had the ex vivo evaluation of the efficacy of UVB
sunscreens by quantifying the lipid peroxidation from the stratum corneum
removed by tape stripping. Emulsified O/A type systems were prepared with the
octocrylene, octyl methoxycinnamate and octyl salicylate filters. The functional
characterization of photoprotective efficacy in vitro revealed that the octocrylene
filter remained stable even after artificial sun exposure. Octocrylene (10% w / w),
octyl methoxycinnamate (10% w / w) and octyl salicylate (5% w / w) respectively
reached the values of FPS 5.7 + 2.1; 4.7 £ 1.5 and 1.0 + 0.0. The formulations
were used in the evaluation of ex vivo photoprotective efficacy. The method by
HPLC, for quantification of the lipid peroxidation in the stratum corneum, had
linearity and demonstrated satisfactory accuracy and precision. UV radiation
stress triggered lipid peroxidation in the stratum corneum. Due to the protocol
applied, there were no differences between the samples. The efficacy, compared
to the inhibition of lipid peroxidation, was similar in all samples.

Keywords: TBARS, lipid peroxidation, ex vivo, UVB filters.
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1. INTRODUGAO

A pele estabelece o limite entre o organismo interno humano e o
ambiente, impedindo a perda excessiva de agua e a acao de fatores externos,
dentre mais funcdes. As principais funcbes da pele estdo relacionadas com
diferentes tipos de protecdo: fisica, quimica, imunolégica, contra radiagéo
ultravioleta (UV) e espécies reativas de oxigénio (ERO’s). A epiderme, camada
mais externa, é composta basicamente de queratindcitos (90%) e é rica em
antioxidantes, como: superoxido dismutase, catalase, tioredoxina redutase,
glutationa peroxidase e antioxidantes de baixo peso molecular, a saber, o
tocoferol, a glutationa e o acido ascérbico. Estes sdo a protegao natural da pele
contra o estresse oxidativo, porém, sob os efeitos excessivos e crénicos a
radiacdo UV, tornam-se insuficientes (ALONSO et al., 2009; BABY, 2007; BABY
et al., 2009; NATARAJAN et al., 2014; THIELE et al., 2001).

Esta estabelecido que, em excesso, a formacdo de ERO’s é intrinseca
a inflamacédo e a consequente producédo de perdxidos lipidicos, provocando o
estresse oxidativo. Na pele, a peroxidacao lipidica induzida por UV aumenta a
producdo de prostaglandinas (PGE2), as quais desencadeiam a reacgao
inflamatdria. Os eventos associados aos danos causados pelos raios UV podem
promover a imunossupressao, envelhecimento precoce e cancer de pele
(ALONSO et al., 2009; BASTOS et al., 2012; LEVI, 2013).

Métodos de fotoprotecdo incluem evitar a exposi¢cao solar durante os
periodos de maior incidéncia de radiacao, utilizar vestimentas adequadas e usar
fotoprotetores. Para prevenir e proteger contra os danos causados pela radiagao
solar, os protetores solares, fotoprotetores, sdo a principal abordagem (BABY et
al., 2008; BALOGH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; VELASCO et al., 2008).

Estudos demonstraram estratégias antioxidantes, associadas aos
fotoprotetores, como medida que previne a peroxidacao lipidica e a desnaturagao
de proteinas da pele. O acumulo de antioxidantes na epiderme, por meio do uso
topico, tem demonstrado importante funcdo contra os fotodanos UV-induzidos.
Estes danos oxidativos, de lipideos e proteinas, ocorrem por meio de reacgdes
fotoquimicas como consequéncia imediata da exposicdo aos raios UV. A
peroxidacao lipidica na pele surge como resultado destes danos foto-oxidativos
(IKEHATA, ONO, 2011; OLIVEIRA, 2015; PERES, 2015; RIBEIRO et al., 2006).
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Estratégias para prevenir e proteger contra os danos causados pela
exposicao solar estdo se expandindo, porém, a eficacia destas pode ser
insatisfatoria. Identificar e quantificar biomarcadores do estresse oxidativo na pele
€ essencial para a correta correlagao entre os raios UV e seus efeitos. Existe
ampla investigagao sobre os efeitos de danos UV e tratamentos a nivel celular,
entretanto, ha diferentes métodos de quantificar estes efeitos induzidos por UV na
pele. Deve-se isto, em parte, a falta de métodos para quantificar os parametros
que sao diretamente afetados pela exposicdo aos raios UV, tais como a
peroxidagao de lipideos, alteracdo na quantidade de antioxidantes, atividade de
enzimas antioxidantes e produtos da oxidagao de proteinas e do DNA (GILBERT
et al., 2013; LEVI, 2013; NATARAJAN et al., 2014). Portanto, apesar do uso de
protetores solares ser uma realidade irretorquivel, existe a necessidade de
métodos complementares para a comprovagao mais abrangente da eficacia desta
classe de produtos. Sdo necessarios métodos para avaliacdo da eficacia de
fotoprotetores perante os danos causados pelo estresse oxidativo.

O presente projeto envolveu o preparo de formulagbes fotoprotetoras
contento filtros UVB. Foi realizada a avaliacdo da eficacia fotoprotetora in vitro e
desenvolvido um método de avaliagdo da eficacia fotoprotetora ex vivo por meio
da técnica de tape stripping. O novo método visou quantificar o quao os filtros
UVB impedem a lipoperoxidacdo através do ensaio do acido tiobarbiturico

(TBARS) por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE).
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2. REVISAO DE LITERATURA
21. Radiagao Solar

Devido a degradagao da camada de ozénio, 0 aumento da incidéncia
de cancer de pele esta associado a maior exposi¢cdo a luz solar e a inclusdo de
acdes de protecao ao sol € um meio relevante de minimizar os niveis cumulativos
de exposi¢ao a radiagao (CHANG et al., 2010; COLIPA, 2006; URASAKI et al.,
2016).

O espectro continuo de radiagdo eletromagnética, que compde a luz
solar, esta dividido conforme o comprimento de onda (A): infravermelho (>780
nm), visivel (780-400 nm) e radiagdo ultravioleta (UV) (400-100 nm).
Didaticamente, a radiagao UV esta dividida em UVC (100-290 nm), UVB (290-320
nm), UVA 1l (320-340 nm) e UVA | (340-400 nm). A radiacdo UV esta classificada
de acordo com a Figura 1, sendo a sua intensidade destacada antes e apos
atingir a atmosfera terrestre (BALOGH et al., 2011; NASCIMENTO, SANTOS,
AGUIAR, 2013; RODRIGUES, STANIFORTH, STAVROS, 2017; U.S., 2015a;
U.S., 2015b).
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Figura 1. Intensidade da radiacdo solar e UV (RODRIGUES, STANIFORTH,
STAVROS, 2017).
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Legenda. Radiacdo UV dividida em UVA (verde), UVB (azul) e UVC (violeta) no espectro solar
padrao, antes de atingir a superficie da Terra. A linha vermelha indica a intensidade do espectro
solar apos os efeitos da atmosfera. A inser¢do mostra o espectro solar total, com a regido UV
destacada em cinza.

A energia da radiagao solar e o A sdo inversamente proporcionais. Os
raios UV possuem menor A, porém s3o0 0s responsaveis pelas reacoes
fotoquimicas geradas na pele. Os raios UVC n&o atingem a superficie da Terra,
pois sao bloqueados pela camada de ozdnio, entretanto, os raios UVB e UVA
atingem a pele em diferentes niveis de profundidade. O alcance dos raios UV na
pele podem causar diversos efeitos deletérios (NASCIMENTO, SANTOS,
AGUIAR, 2013; OLIVEIRA, 2015).

Os raios UVB, mais energéticos, alcangcam somente a epiderme,
causando eritema, inflamacdo e imunossupressao devido a formacédo de ERO's.
Em fungdo da penetragdo na derme, os raios UVA, com maior A, causam o
fotoenvelhecimento, formagdo de ERO’s e de rugas, por alterarem estruturas do
tecido conjuntivo. Ambos os espectros, UVA e UVB, por atuarem no DNA celular,
a longo prazo, podem gerar mutagdes e aumento da predisposi¢do ao cancer de

pele. Entretanto, os raios UVA s&o os principais formadores de ERO’s. A Figura 2
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ilustra os danos causados pela exposi¢ao solar a pele (BERNEBURG et al.,1999;
GILBERT et al., 2013; PERES, 2015; SEITE et al., 2012; SVOBODOVA et al.,
2006 VELASCO et al., 2007).

Figura 2. Efeitos da radiacdo UV na pele (SVOBODOVA et al., 2006).
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Devido a formagcdo de ERO’'s, os raios UV representam ameaca
ambiental a pele. A formagado de ERO’s, como o oxigénio singleto, radical anion
superoéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil elevam o risco dos danos
foto-oxidativos. As ERO’s sdo produzidas pelo metabolismo celular sob condigdes
fisiolégicas normais. O desequilibrio entre a formagdo de ERO’s e os mecanismos
antioxidantes do corpo desencadeia o estresse oxidativo. Na pele, as ERO’s sao
as responsaveis pelo dano oxidativo no DNA, proteinas e lipideos (ALONSO et
al., 2009; OLIVEIRA, 2015; PERUZZ| et al., 2015).

Apos a exposicdo solar, os filtros utilizados em fotoprotetores se
modificam fisica e quimicamente. Processos como a redistribuicdo vibracional
intramolecular, fluorescéncia e fosforescéncia ocorrem em femtossegundos (10™"°
segundos) e podem desencadear danos a pele. Entretanto, apesar dos estudos
sobre as formulacdes fotoprotetoras visarem eficacia e compatibilidade

dermatoldgica, existe a necessidade de compreender os fendmenos que ocorrem,
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a nivel molecular, apés a exposicdo da pele a radiagdo UV (RODRIGUES,
STANIFORTH, STAVROS, 2017).

2.2, Fotoprotecao

Os filtros solares absorvem, refletem ou dispersam os raios UV, sendo
os protetores solares, a mistura de filtros em formulagbes cosméticas. Os
protetores solares sdo a principal estratégia utilizada para a protecédo frente a
exposicao aos raios solares (KRAUSE, et al., 2012; VELASCO et al., 2011).

Os fotoprotetores sdo compostos por filtros UV que agem por
diferentes mecanismos. Os filtros sdao moléculas ou complexos moleculares
categorizados como filtros organicos ou inorganicos, sendo classificados,
respectivamente, em filtros quimicos e fisicos. Os filtros organicos (quimicos)
absorvem a radiagdo UV. Os inorganicos (fisicos) refletem ou dispersam os raios
UV, podendo, também, absorver, dependendo do tamanho da particula
(PEREIRA et al., 2015; SARRUF et al., 2013; VELASCO et al., 2007; VELASCO
et al., 2011).

Os filtros solares podem exercer protecao frente a radiagdo UVA, filtros
UVA; radiacdo UVB, filtros UVB; e protecdo UVA/UVB filtros de amplo espectro.
Os filtros UVB séao efetivos e absorvem até 90% da radiagdo de A entre 290 e 320
nm, no entanto, os filtros UVA e de amplo espectro sdo resultados de pesquisas
mais recentes (BALOGH et al., 2011; DAMIANI, BASCHONG, GRECI, 2007).

A legislacéo brasileira, juntamente com o MERCOSUL, permite o uso
de 38 filtros solares, que estao listados na resolugdo RDC n°47 de 16 de margo
de 2006. Entretanto, os filtros solares mais utilizados estdo descritos no Quadro 1
(BRASIL, 2006; FLOR, DAVOLOS, CORREA, 2007; LOPES, CRUZ, BATISTA,
2015; PALM, O'DONOGHUE, 2007).
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Quadro 1. Principais filtros UV utilizados em fotoprotetores (LOPES, CRUZ,
BATISTA, 2015).

Classe Ingrediente e dz:rotegao

Salicilato de octila uvB
Salicilatos Triazona de Etila uvB
Homosalato uvB
Cinamatos Metoxi_cinamato de octila uvB
Octocrileno UvB

Benzofenonas Benzofenona-3 UVA/UVB
Dibenzoilmetanos Metoxidibenzoilmetano de butila UVA
Canfora 3-bezilideno uvB
Derivados da canfora C.é nfo'ra 4}-mfatilbenzilidepo L UvB

Bis-etilexiloxifenol metoxifenil triazina UVA/UVB
Drometrizol trisiloxane UVA
Oxido metalico microfinos Diéxido de titanio UvB
Oxido de Zinco uvB

A radiacdo UVA é tao nociva quanto a radiagdo UVB e seu diferencial é
o tempo para a ocorréncia de seus efeitos danosos. A necessidade do uso de
fotoprotetores de amplo espectro € uma medida de fotoprotecdo essencial, quer
seja pela acgao profilatica contra o envelhecimento precoce, quer seja pela
diminuicdo da incidéncia de cancer de pele (BALOGH et al., 2011; VELASCO et
al., 2007).

O uso de protetores solares teve seu inicio por volta de 1930 e, embora
tenha aumentado desde entdo, o melanoma também tem registrado um aumento
em paralelo (KRAUSE et al., 2012; RUSZKIEWICZ et al., 2017).

Pesquisas sugerem que a incidéncia de cancer de pele elevou-se ao
redor do mundo. Em 2020, prevé-se diagnosticar, aproximadamente, 15 milhdes
de novos casos mundialmente. Estimou-se que, em 2016, somente nos Estados
Unidos, 144.866 novos casos de melanoma seriam diagnosticados, e destes,
76.380 invasivos. Ja, no Brasil, o cancer de pele € a neoplasia de maior
incidéncia. A carcinogénese, na pele, pode ser desencadeada por um dos
principais danos causados pela exposicao solar, a formacao de espécies reativas
com consequente degradacdo do DNA, proteinas e lipideos (KRAUSE et al.,
2012; MOHAN, CHANG, 2014; ROGERS et al., 2015; RUSZKIEWICZ, et al.,
2017; URASAKI et al., 2016; STERN, 2010; SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2016).
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2.21. Metoxicinamato de octila

O metoxicinamato de octila (MCO), também conhecido como etilhexil
metoxicinamato, € um filtro solar UVB da classe dos cinamatos e amplamente
utilizado em formulacdes fotoprotetoras, variando sua concentracdo maxima entre
7,5% (COLIPA) e 10% (USA). A Figura 3 ilustra a estrutura molecular do MCO
(JENTZSCH et al., 2016; KRAUSE et al., 2012; LOPES, CRUZ, BATISTA, 2015;
PATTANAARGSON, LIMPHONG, 2001; ZAMBON, 2011).

Figura 3. Estrutura molecular do MCO (ZAMBON, 2011)

0 CHs

|
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Estudos indicaram que o MCO pode ser detectado em sangue, urina e
leite materno apods aplicagdo topica. Entretanto, o MCO ¢é o filtro UVB mais
utilizado (AXELSTAD et al., 2011; JANJUA et al., 2004; JENTZSCH et al., 2016;
LOPES, CRUZ, BATISTA, 2015; SCHLUMPF et al., 2001).

2.2.2. Octocrileno

O octocrileno (OCT) é um filtro solar UVB, também com agdo UVA
reduzida, conforme Figura 4, da familia dos cinamatos e esta presente em varios
produtos cosméticos de uso diario, sendo sua concentracdo maxima, permitida
pela legislagdo ao redor do mundo, de 10%. O OCT também é utilizado como
estabilizador de outros filtros, como por exemplo, a avobenzona (BAKER,
HORBURY, STAVROS, 2016; POLONINI et al., 2014).
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Figura 4. Espectro do octocrileno em UV-visivel (POLONINI et al., 2014)
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Legenda. A seta vermelha indica o pico caracteristico do octocrileno. O perfil espectrofotométrico
da figura foi obtido em dois solventes diferentes, metanol e ciclohexano. Em diferentes solventes,

0 pico do octocrileno destaca-se em 300 nm.

Uma caracteristica relevante no desenvolvimento de fotoprotetores € a
solubilidade. Quanto maior o logP, maior a lipofilicidade da molécula, o OCT com
logP = 6,9, possui alta lipofilicidade devido a sua estrutura molecular, Figura 5, e
esta caracteristica apolar favorece o acumulo e diminui sua biodegradabilidade
em meios aquosos (BAKER, HORBURY, STAVRO0S,2016; BLUTHGEN et
al.,2014; POLONINI et al., 2014; WIJEKOON et al., 2013).

Figura 5. Estrutura molecular do octocrileno (BAKER, HORBURY, STAVROS;
2016).
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2.2.3. Salicilato de octila

Os salicilatos possuem, geralmente, fraca absor¢do UVB, sendo o
comprimento de onda maximo do salicilato de octila igual a 307 nm, Figura 6.
Entretanto, o salicilato de octila proporciona a outros ingredientes da formulagao
estabilidade e perfil seguro de uso (JIMENEZ-DIAZ et al., 2013; LOPES, CRUZ,
BATISTA, 2015; OLIVEIRA, ISAAC, 2016; RIBEIRO, 2004).

Figura 6. Estrutura geral dos salicilatos (RIBEIRO, 2004).

OR

Legenda. A ligagdo pontilhada, na molécula geral de salicilatos, demonstra a interacao
intramolecular do oxigénio e do hidrogénio. Esta interagdo diminui a energia necessaria para que

os salicilatos atinjam seu estado excitatério.

2.3. Estresse Oxidativo

A oxidacdo de biomoléculas celulares por espécies reativas € um
mecanismo geralmente reconhecido na patogénese de varias doengas, como por
exemplo: disturbios hepaticos, renais e pancreaticos, doencas inflamatdrias
reumaticas, respiratérias e  cardiovasculares, além de  doencgas
neurodegenerativas e cancer (KUNZ et al., 2008; GASCHLER, STOCKWELL,
2017; PLACHTA, BARTNIKOWSKA, OBARA, 1992).

Os mecanismos intrinsecos (metabolismo oxidativo) e extrinseco,
(exposicéo ao ambiente) s&o responsaveis pela formagao de espécies reativas na
pele. Estes mecanismos podem desencadear a resposta inflamatdria,
envelhecimento precoce e reducido da producao de antioxidantes. Além disso, a
geragcdo das matrizes de metaloproteinases, iniciadas a partir do desequilibrio
oxidativo, degradam proteinas de sustentagcdo, como colageno e elastina.

Estimativas sugerem que mais de 20% da populagéo sofre de varios disturbios de
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pele resultantes da localizacdo e composig¢ao alterada de lipidios e proteinas na
epiderme (GHANI, 2017; LEPHART, 2016; NATARAJAN et al., 2014).

A peroxidacao lipidica, uma das consequéncias do estresse oxidativo,
gera alguns aldeidos, entre os mais estudados esta o dialdeido malénico (MDA).
O MDA é um marcador do dano oxidativo de lipideos em sistemas fisiologicos.
Dentre os métodos existentes para quantificar o MDA, destacam-se a
cromatografia gasosa, eletroforese capilar, espectroscopia UV-visivel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (GHANI, 2017; LEPHART, 2016; PERES,
2015).

24. Ensaio do acido tiobarbiturico (TBARS)

A lesao oxidativa em varias doencgas indica a necessidade na avaliagcéo
confiavel da peroxidagao lipidica. Entre os aldeidos produzidos durante a
peroxidacao lipidica, o MDA e o 4-hidroxinonenal (HNE) se destacam. O HNE
possui alta atividade bioldgica e o MDA é produzido em niveis elevados, de modo
que é comunte usado como medida do estresse oxidativo. O MDA é gerado por
meio da peroxidagao lipidica como produto final, primario ou secundario, de baixo
peso molecular. Resumidamente, MDA e HNE se originam da peroxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados (BARRERA et al., 2018).

A lipoperoxidagao pode ser descrita, geralmente, como um processo no
qual o oxidante, radicais livres ou espécies quimicas nao radicais atacam lipidios
contendo ligagbes duplas de carbono-carbono. Este processo envolve a
subtracdo de hidrogénio de um atomo de carbono e a inser¢ao de oxigénio,
resultando na formacdo de radicais peroxil e hidroperoxidos lipidicos, como
ilustrado na Figura 7 (ALONSO et al., 2009; BARRERA et al., 2018; JANERO,
1990; KUNZ et al., 2008).
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Figura 7. Formacdo do MDA e do HNE por degradacdo de acido graxo poli-
insaturado.

R COOH
Polyunsatured fatty acid (LH)
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Legenda. Polyunsatured fatty acid: acidos graxos poli-insaturados; Free radicals: radicais livres.
Unsatured lipid radical: radical lipidico insaturado; Lipid hydroperoxides: Hidroperoxidos lipidicos;
Peroxyl radicals: Radicais Peroxil; Malondialdehyde: Malondialdeido; 4-hydroxy-2-nonenal. 4-

hidroxi-2-nonenal.

Como os aldeidos tém alta reatividade quimica, os mamiferos
desenvolveram um conjunto completo de enzimas convertendo-os em espécies
quimicas menos reativas e contribuindo para o controle de suas concentragoes,
que refletem o estado estacionario entre as taxas de formacdo por
lipoperoxidacéo e catabolismo em compostos menos reativos. Uma vez formado,
MDA e HNE podem ser reduzidos a alcoois por aldo-ceto redutases ou alcool
desidrogenases, ou pode ser oxidado a acidos por aldeido desidrogenases. Esta
reagao pode ocorrer espontaneamente ou pode ser catalisada por glutationa-s-
transferases. O MDA é capaz de afetar varios processos de sinalizacdo sendo os
efeitos mais deletérios a sua capacidade de ligar covalentemente a proteinas e
DNA (ARGUELLES, AYALA, MUNOZ, 2014; BARRERA et al., 2018).

Os aldeidos derivados de lipoperoxidagcdo, MDA e HNE, reagem
facilmente com as proteinas, gerando uma variedade de adutos covalentes inter-
moleculares. Adutos sdo produtos da adigdo de duas ou mais moléculas
diferentes, resultando em um unico produto de reagcao contendo todos os atomos

iniciais. Dependendo das caracteristicas estruturais, eles podem formar bases
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Schiff (grupo funcional que contém um carbono ligado por meio de uma ligagao
dupla a um nitrogénio e este por sua vez a um grupo arila ou alquila, o que torna a
base de Schiff uma imina estavel) e / ou adutos de Michael (adigdo de um
nucledfilo ao carbono 3 de uma olefina elétron deficiente levando a formacgao do
produto B-carbonil) com o grupo amino livre de lisina, o grupo imidazolina de
histidina, o grupo guanidina da arginina e o grupo tiol da cisteina (ARGUELLES,
AYALA, MUNOZ, 2014; BARRERA et al., 2018).

O MDA e o HNE podem formar adutos de proteina modificando
especificamente os residuos de lisil das proteinas e modificando biomoléculas,
gerando neoepitopos a partir de epitopos proprios, capazes de induzir inatos
indesejados e respostas imunes adaptativas, dentre as quais a aterosclerose
(BARRERA et al., 2018).

Com o processo de envelhecimento, as concentragdes de MDA e HNE
nos eritrocitos e no plasma sanguineo, desencadeiam ou aumentam a incidéncia
de enfermidades, como aterosclerose, neurodegeneragodes, inflamagdes, cancer,
sindrome mielodisplasica, imunossenescéncia, osteopenia e osteoporose. Estes
adutos de aldéido a proteinas também foram detectados em tecidos cerebrais e
fluidos corporais em doengas neurodegenerativas, como doenga de Alzheimer,
doenga de Huntington, doenga de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e
sindrome de Down (ARGUELLES, AYALA, MUNOZ, 2014; BARRERA et al.,
2018).

Os radicais hidroxil podem reagir com hidrocarbonetos formando
radicais de hidrocarbonetos, e estes podem reagir novamente com oxigénio,
formando radicais peroxidos ou alcoxis, desencadeando a peroxidacéo lipidica e a
formacado de subprodutos, como o MDA. Sob baixo valor de pH e temperatura
elevada, o MDA forma adutos fluorescentes com o acido tiobarbiturico (TBA) na
proporgao de 2:1, Figura 8, sendo possivel sua quantificagdo por meio do ensaio
do acido tiobarbiturico (TBARS). O TBARS é um dos indices mais utilizados em
ensaios clinicos no estudo do estresse oxidativo em lipideos (ALONSO et al.,
2009; BUEGE, AUST, 1978; DAMIANI, BASCHONG, GRECI, 2007; FRANTZEN
et al., 2016; HONG et al, 2000; JANERO, 1990; SELJESKOG, HERVIG,
MANSOOR, 2006; PESCIA et al., 2012; POPRAC et al., 2017).
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Figura 8. Reacdo do MDA apds o processo de peroxidacgédo lipidica (ALONSO et
al., 2009).
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Legenda: MDA: dialdeido malbnico; TBA: acido tiobarbiturico.

2.5. Tape stripping

A epiderme consiste, basicamente, em uma barreira imunoldgica, fisica
e biolégica, sendo o estrato corneo (EC), sua camada superficial, responsavel
pela protecao fisica (ALONSO et al., 2009; EZERSKAIA, 2017; DICKEL, 2017).

A técnica de tape stripping € um método utilizado para avaliar a fungéo
barreira, enfermidades e quantificar a penetragao de moléculas na pele. O método
consiste na remogao de camadas microscopicas (0,5 — 1 ym) do EC, utilizando
fitas adesivas aplicadas sequencialmente no EC, com pressao uniforme e
velocidade constante. A pressao uniforme e a velocidade durante a aplicagao e
retirada das fitas sao fatores basicos cruciais. A remocédo e a quantidade do
estrato corneo estdo diretamente ligadas a pressdo e velocidade exercidas
durante as retiradas das fitas (DICKEL, 2017; EZERSKAIA, 2017; LADEMANN,
2009).

Ha fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam a quantidade removida
de EC. Os fatores intrinsecos sdao parametros da pele, como idade, hidratacao,
valor de pH e etnia. Além disso, o sitio de remogao influenciara no numero e
quantidade de cornedcitos e quantidade e composicdo dos lipideos. Entre os
fatores extrinsecos, encontram-se a quantidade de EC removido por fita, o tipo de
fita, pressdo de remogcdao e a composicdo do produto aplicado na pele
(LADEMANN, 2009).

A regido de aplicacdo necessita de cuidados, visando garantir a
uniformidade durante a aplicacao da fita. Diversas fitas sdo usadas na aplicacao
da técnica de tape stripping. A fita utilizada deve garantir uma composigéo

uniforme e uma distribuicdo homogénea do adesivo, sendo que o tamanho da
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area da fita deve ser padronizado e possuir uma compatibilidade dérmica
adequada. A regido deve estar livre de pelos terminais, velos e areas irregulares,
como cicatrizes e musculos adjacentes. Diversas fitas sdo usadas na aplicagéo da
técnica de tape stripping (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008; LADEMANN, 2009).

O tape stripping, apesar das variaveis, apresenta-se como um método
robusto e simples para estudos relacionados ao EC. Apesar da topografia da pele
nao favorecer uma remogao homogénea do EC, pode-se usar rolos auxiliares
durante as aplicagdes para garantir a uniformidade. Uma forma de evitar e
diminuir a influéncia das variaveis do método é determinar a quantidade de
estrato coérneo retirado em cada fita (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008;
LADEMANN, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

O projeto de pesquisa compreendeu a avaliagao ex vivo da eficacia de

filtros solares UVB.

3.2

Objetivos especificos

O projeto de pesquisa apreciou atingir as seguintes metas:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

preparo de amostras em emulsdo O/A contendo p-
metoxicinamato de octila, salicilato de octila ou
octocrileno isoladamente;

caracterizacdo e eficacia funcional in vitro das
preparagdes por espectrofotometria de refletancia difusa
com esfera de integracéo;

validacdo de método analitico por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo do MDA
gerado por peroxidacéo lipidica;

determinacao da eficacia ex vivo dos filtros solares UVB
por meio do doseamento da lipoperoxidagcdo a partir do

estrato corneo obtido por tape stripping.
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4. MATERIAL E METODOS
41. Material

Os equipamentos e aparatos utilizados na pesquisa estido relacionados

no Quadro 2.

Quadro 2. Equipamentos utilizados nesta pesquisa.

Equipamento Marcas e Modelos
Agitador mecanico IKA® RW 20n
Balanca analitica Shimadzu® AUY 220
Balanca semi-analitica Gehaka® BG 4000
Centrifuga Hitachi® RX2
Peagametro Quimis® Q400 AS
Espectrofotdbmetro ThermoScientific®Evolution 600
Banho termostatizado Nova Etica® N480
Cémara de fotoestabilidade Atlas Suntest® CPS+
Centrifuga Centrifuga Hitachi® RX2

Espectrofotdmetro  de  refletancia | Labsphere® UV-2000S

difusa com esfera de integracéo

Fitas adesivas para tape stripping 3M® Scotch MagicTM Tape
Micropipetas monocanal Eppendorf® 100-1000 uL e 1,0-10,0 mL
Refrigerador Consul® Frost Free 60

Sistema purificador de agua Merck Millipore® Mili-Q® Simplicity UV
Espectrofotdbmetro Thermo Scientific® Evolution 600
Termoémetro digital JProlab®

Placas de polimetilmetacrilato (PMMA) | HelioScreen® Helioplate HD 6

Banho de ultrassom Unique® UltraCleaner 1600A

4.2. Matérias-Primas e Solventes

As matérias-primas utilizadas na preparacdo das formulagdes
fotoprotetoras possuiam grau de pureza farmacéutico ou cosmético. Os solvente
utilizados possuiam grau analitico. As matérias-primas e o solvente utilizados

nesta pesquisa estao relacionados no Quadro 3.
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Quadro 3. Matérias-primas e solventes utilizados na pesquisa.

Matéria-primal solvente Nomenclatura INCI Fornecedor/
(nome comercial) Fabricante
Salicilato de octila Ethylhexyl salicylate Fagron
Octocrileno Octocrylene Basf
Metoxicinamato de octila | Octyl methoxycinnamate Basf
Trietanolamina Triethanolamine Volp
Propilenoglicol Propyleneglycol Emfal
. _ Ethylenediaminetetraacetic
EDTA dissddico S Fagron
disodium
. ® Ammoniumacryloyldimethyltaura _
Aristoflex™ AVC PharmaSpecial
te/VP copolymer
® Phenoxyethanol (and) )
Euxyl™ PE 9010 _ Schilke Inc.
ethylhexylglycerin
Etanol Ethanol Synth
Vital

Hidroxitolueno butilado

Butylated hydroxytoluene

Especialidades®

Acido tiobarbiturico

2-Thiobarbituric acid

Merck

Metanol

Methanol

Merck

Acido fosforico

Phosphoric acid

Sigma Aldrich

Cloreto de sodio

Sodium chloride

Pharma Special

Potassio fosfato | Potassium monobasic
- phosphate QM

monobasico
Cloreto de potassio Potassium Chloride Galena
1,1,3,3 -1 1,1,3,3 - tetramethoxypropane .

_ (TEP) Aldrich
tetrametoxipropano
Alcool n-butilico N-buty! alcohol Synth

Legenda: Nomenclatura conforme INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients).

4.3.

Preparagao das formulagoes

A base para a incorporagao dos filtros foi obtida utilizando o polimero
Aristoflex® AVC. Partindo da base, foram preparados emusées contendo os filtros

salicilato de octila, octocrileno e metoxicinamato de octila em suas respectivas
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concentragbes maximas permitidas pela legislagdo, 5,0; 10,0; e 10,0% (p/p),
respectivamente. Ademais das formulagbes com os filtros solares, foi preparada
uma amostra contendo apenas a base, ausente dos filtros (BRASIL, 2006). A

Tabela 1 apresenta as concentracdes utilizadas nas formulacoes.

Tabela 1. Concentragdes de filtros nas formulagdes fotoprotetoras.

Proporgao (%p/p)
Formulagdes | Metoxicinamato de
. Salicilato de octila Octocrileno
octila
F1 N 10,0
F2 10,0 -
F3 - 5,0 -
F4 - -

Legenda. Concentragéo de filtros nas formulagdes. (-) composto nao adicionado.

A Tabela 2 apresenta as matérias-primas, classe cosmética e suas

concentracdes nas preparagoes. Os filtros foram selecionados de acordo com a

seguranga de uso, e os demais componentes da formulagdo foram adicionados

visando a estabilidade das amostras.

Tabela 2. Composicdo qualitativa e quantitativa

(%p/p) das formulacgdes

fotoprotetoras.
Proporgao (%p/p)
Composigao Funcgao

F1 F2 F3 F4
Propilenoglicol Emoliente 50 5,0 50 50
Agua purificada Veiculo 81,8 81,8 86,8 91,8
EDTA dissédico | Sequestrante 0,2 0,2 0,2 0,2
Avristoflex® AVC Polimero 2,5 2,5 2,5 2,5

Octocrileno Filtro UVB 10,0 - - -

Metoxicinamato de | Fijitro UVB - 10,0 - -

octila

Salicilato de octila Filtro UVB - - 5,0 -
Euxyl® PE9010 Conservante 0,5 0,5 0,5 0,5
Trietonolamina  |Corretor de pH g.s. q.s. q.s. q.s.

Legenda: q.s.: quantidade suficiente; (-): matéria-prima

Quadro 2.

ndo adicionada. O INC/ foi descrito no
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O modo de preparo das formulagdes é descrito a seguir:

1) Dissolveu-se o EDTA dissddico na solugéao de propilenoglicol e agua
sob agitagdo. Apos total homogeneizacéo, adicionou-se o Aristoflex® AVC, sob
agitacédo de 500 rpm até formagéo do gel.

2) Apés a formacéo do gel, adicionaram-se os filtros UV, isoladamente,
sob a agitacdao de 1000 rpm por 5 minutos. Ao final, adicionou-se o agente
conservante, agitou por 2 minutos a 500 rpm e ajustou-se o valor de pH com
trietanolamina (pH= 6,5 £ 0,5).

As amostras foram acondicionadas em potes opacos de polietileno,
capacidade de 30 g.

4.4. Estudo de Estabilidade Preliminar das formulagoes

As formulagdes foram submetidas ao Estudo de Estabilidade Preliminar
(EEP). O EEP evidencia possiveis sinais de instabilidade. Foram realizados
ensaios de Centrifugagdo e Estresse Térmico, apds 48 horas do preparo das
formulagbes (BABY, 2008; BRASIL, 2004).

Para a realizagdo do teste de centrifugagdo, foram pesados 10 g de
cada amostra em tubos de centrifuga. As condi¢cdes experimentais durante o teste
foram: temperatura ambiente (25,0 + 2,0 °C); velocidade de rotagao de 3.000 rpm;
e tempo de teste de 30 minutos (BABY, 2008; BRASIL, 2004).

Para a realizagdo do estresse térmico foram pesados 5 g de cada
formulacdo em tubos de ensaio. Os tubos foram submetidos ao banho
termostatizado elevando-se a temperatura gradativamente, por periodos
controlados, a partir do valor inicial. A temperatura inicial foi de 40°C e a
temperatura final de 80°C. A cada 30 minutos a temperatura era elevada 10°C
(BABY, 2008; BRASIL, 2004).

Apods repouso das formulacdes, por um periodo de 60 minutos, foram
avaliadas possiveis alteragdes visuais, como separacdo de fases, coalescéncia
ou presenga de precipitados. As formulacdes foram classificadas como normais
(N) ou modificadas (M) e aprovadas em caso de classificagdo N em ambos testes
(BRASIL, 2004, BRASIL, 2012a).
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4.5. Determinagdo do valor pH e das caracteristicas
organolépticas das formulagoes

O valor de pH das formulagdes foi ajustado (6,5 £ 0,5) com
trietanolamina, visando meio compativel com a epiderme. O valor do pH foi
determinado em peagédmetro pela imersdo direta do eletrodo no sistema
emulsionado a temperatura ambiente (25,0 + 2,0°C). As caracteristicas

organolépticas (cor, odor e aspecto) também foram determinadas.

4.6. Caracterizagao funcional in vitro

A eficacia da atividade fotoprotetora in vitro, fator de protecao solar
(FPS), foi determinada por espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de
integracdo (Labsphere® UV 2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer). Os valores
espectrofotométricos foram gerados a partir da aplicagdo das amostras, em forma
de filme (1,3 mg/cm?), sobre o substrato que mimetiza a rugosidade da pele
humana (placas de 25cm? de PMMA) e submetidas, apds intervalo de 20 minutos,
a leitura espectrofotométrica compreendendo o intervalo de comprimento de onda
(A, nm) entre 290 e 400 nm e registros a cada 1,0 nm. Foi empregado como
branco uma placa de PMMA sem as amostras (BRASIL, 2012c; CHOQUENET et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015; SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et al.,
2008).

O programa de andlise, UV 2000® registrou os valores
espectrofotométricos e converteu em valores de FPS estimado (Equagao 1).
Foram utilizadas réplicas de trés e, no minimo, cinco registros de transmitancia
para cada amostra (COLIPA, 2006; U.S., 2015; SPRINGSTEEN et al., 1999).

400nm

~ 400nm

Equacao 1. Fator de Protegao Solar in vitro (FPS estimado).

Legenda. E, = eficacia eritematégena espectral da CIE (Commission Internationale de I'Eclairage);
S)= irradidncia solar espectral; T)= transmitancia espectral da amostra; dA = intervalo dos

comprimentos de onda.

O comprimento de onda critico estimado € calculado pelo software,
conforme Equagao 2.
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AcC 400
j AL = 0.9 f A()dA
290 290

Equacgéao 2. Comprimento de onda critico in vitro.

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

O ensaio para determinacao da fotoestabilidade dos filtros utilizou
condigdes analiticas e substratos idénticos aos empregados nas analises de FPS,
com a etapa adicional de 1 hora de irradiagdo em camara de fotoestabilidade
(Atlas Suntest® CPS+) (COLIPA, 2006; U.S., 2015).

A irradiancia mantida foi de 580,08 W/m? (300-800 nm),
correspondente a irradiancia no UV de 55 W/m? (Dose = 198 kJ/m?). Os
parametros FPS e comprimento de onda critico foram analisados e comparados,
pré-irradiagcao e pos-irradiacdo. Foram utilizadas réplicas de trés e, no minimo,
cinco registros de transmitancia para cada amostra.

4.7. Espécies reativas do acido tiobarbitarico

Os peroéxidos lipidicos foram quantificados pelo ensaio de acido
tiobarbiturico (TBA) com algumas modificacbes, por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE).

4.71. Preparacgao da solugao estoque de MDA

A solucao estoque de MDA foi preparada por meio da adicdo de 22 uL
de 1,1,3,3 - tetrametoxypropane em 10 mL de solu¢do a 1,0% de acido sulfurico
(H2SO4). Apds periodo de duas horas, tempo necessario para a hidrolise acida,
adicionaram-se 17 uL desta solugdo e completou-se com 5 mL de 1,0% de acido
sulfurico (H,SO4) em baldo volumétrico. A concentragado da solugao estoque foi
determinada por meio da leitura da absorbancia por espectrofotbmetro UV
(245nm = 13700 M~ cm™), sendo o branco o H;SO4 a 1,0% (ALONSO et al.,
2009).
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4.7.2. Método analitico para a quantificagao do aduto dialdeido
maldnico — acido tiobarbiturico (MDA-TBA)

4.7.2.1. Curva analitica e linearidade

O sistema CLAE Shimadzu® Prominence composto por detector
espectrofotométrico de arranjo de diodos modelo SPD-M20A e forno de colunas
modelo CTO-20A foi utilizado para a quantificagdo (ug/mL) dos adutos de MDA-
TBA. Os dados obtidos foram analisados pelo programa LC-Solution® Multi-PDA.
A fase moével foi constituida por solugdo de metanol e tampao de fosfato potassico
(35:65, v/iv em pH 7,0) e vazdo de 1,0 mL/min. Utilizou-se a coluna de fase
reversa C-18 (4,6 mm x 25,0 cm, Shimadzu®). A detecgéo foi obtida em 532 nm, &
temperatura de 30,0 £ 1,0°C. A linearidade do método foi avaliada por meio da
curva analitica com diferentes concentracées de MDA (0,075; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 uM) (BRASIL, 2003; BASTOS et al., 2012; OLIVEIRA, 2015; U.S., 2015; U.S.,
2003; U.S. 2006).

Partindo-se da concentragdo encontrada da solugao estoque, foram
obtidas as concentragdes de interesse para a realizacdo da curva analitica. As
concentracdes das solugdes da curva analitica foram de 0,075; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 uM, sendo o branco, metanol. Foram adicionados 144 uL de 0,2% de BHT e
400 pL de H3PO4 0,44 M em tubos contendo 1 mL das solug¢des. Apos agitagao
em vortex, os tubos repousaram a temperatura ambiente por 10 minutos e,
posteriormente, adicionados de 600 pL de solugao contendo 0,6% TBA em H3PO,4
(0,44 M). Apds adigao de 0,6% de TBA os tubos ficaram em banho-maria por 45
minutos a 90°C. Posterior ao periodo de incubacao, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e a extragao foi realizada por 600 pL de n-butanol seguidos
de centrifugagao de 3000 g por 10 minutos. Um volume de 40 uL da camada de n-
butanol foi filtrado em membrana de 0,45 pym e injetado no sistema CLAE.
Durante todas as etapas, as reag¢des foram protegidas da luz ambiente. A curva
foi construida a partir da média das absorbancias em funcédo da concentragao de
MDA (BASTOS et al., 2012; BRASIL, 2003).

4.7.2.2. Especificidade e pesquisa de interferentes

A especificidade é definida como a capacidade do método de medir e

diferenciar o analito de componentes que possam estar presentes na amostra,
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tais como metabdlitos, impurezas, compostos de degradagdo ou componentes da
matriz (pele) (BRASIL, 2003).

Os possiveis interferentes foram analisados partindo de amostras em
branco, sem estrato corneo, e amostras com aliquotas de 2,0 mg de cada uma
das formulacdes. Além das amostras, todos os solventes foram analisados
individualmente.

Vinte fitas irradiadas e n&o irradiadas, de cada amostra, foram
adicionadas em um béquer de 250 mL com 10 mL de metanol. Os béqueres
foram fechados com filme plastico e colocados no ultrassom por 15 minutos.

Uma aliquota de 1 mL das amostras (irradiadas e nao irradiadas) foram
colocadas em um tubo de vidro com tampa e foram adicionados 144 pL de 0,2%
de BHT e 400 uL de H3PO4 0,44M. Apds agitagdo em vortex, os tubos
repousaram a temperatura ambiente por 10 minutos e, posteriormente, foram
adicionados de 600 pL de solugao contendo 0,6% TBA em H3PO4 (0,44M). Apos
esta adicdo, os tubos ficaram em banho-maria por 45 minutos a 90°C. Apds
incubacao, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e foi adicionado 600
ML de n-butanol seguido de centrifugagdo de 3000 g por 10 minutos. Um volume
de 40 yL da camada de n-butanol foi filtrado em membrana de 0,45 ym e injetado
no sistema CLAE.

Todos os solventes foram filtrados em membrana de 0,22um e foram
inseridos individualmente em frascos utilizando as mesmas condi¢gdes do ensaio
de TBARS no sistema CLAE.

Os cromatogramas foram analisados para verificagdo do desempenho
do método perante comparacao visual dos espectros de absor¢cao de amostras e

do padrao.

4.7.2.3. Precisao

Precisdo é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas. Dois niveis de precisdo foram considerados, a repetibilidade,
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, com o
mesmo analista e mesma instrumentacdo e a precisdo intermediaria,
concordancia entre os resultados obtidos em dias distintos de analise. Os valores
de concentracdo de adutos de TBA-MDA utilizados para o calculo foram 0,025,
0,05 € 0,075 pM.
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A precisdo foi calculada como desvio padrédo relativo (DPR, %), em
réplicas de trés, para cada valor de concentragédo, segundo Equacao 3 (BRASIL,
2003; USA, 2005):

DP
DPR(%) = —x 100

Equacao 3. Preciséo, calculada como desvio padréo relativo (DPR, %).

Legenda. DP ¢ desvio padrao e C é a média das concentragoes.

O critério de aceitagado, utilizado para preciséo, foi o DPR (%) = 30 %
de acordo com a concentracdao da Tabela 3 American Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2016; CHANDRAN, SINGH, 2007).

Tabela 3. Precisao esperada em fungdo da concentracdo do analito na amostra

% Analito Fracao da massa Unidade DPR (%)
0,00001 107 100 ppb (ug/kg) 15
0,000001 107 10 ppb (ug/kg) 21

0,0000001 107 1 ppb (ug/kg) 30

Legenda. Tabela retirada do Guia de padronizagdo de métodos AOAC.

4.7.2.4. Exatidao

A proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relagdo ao valor verdadeiro é representada pelo método analitico da exatidao
(BRASIL, 2003; USA, 2005). A exatidao (%) foi realizada em réplicas de trés,

envolvendo ensaios intra-dias (Equagao 4).

i C
EXATIDAO (%) = = x 100

Equacgao 4. Exatidao (%).

Legenda. C é a média das concentragdes e CT é a concentragio teodrica.

A exatiddo foi calculada de acordo com a média da taxa de
recuperacéo, em porcentagem (%). O critério utilizado na exatidao foi de acordo

com a concentracao do analito na amostra, conforme Tabela 4 (AOAC, 2016).
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Tabela 4. Recuperacdo esperada em fungdo da concentragdo do analito na
amostra

% Analito Fracao da massa Unidade Recuperacao (%)
0,001 107° 10 ppm (mg/kg)
0,0001 10°° 1 ppm (mg/kg) 80-100
0,00001 107 100 ppb (ug/kg)
0,000001 107° 10 ppb (ug/kg) 60-115
0,0000001 107° 1 ppb (ug/kg) 40-120

Legenda. Tabela retirada do Guia de padronizagdo de métodos AOAC.

4.8. Ensaio ex vivo — Aspectos legais e éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&ao Paulo, em fungao
da realizagdo dos ensaios ex vivo com voluntarios. Os ensaios foram realizados
em acordo com a Legislacao Brasileira vigente, apds a obtengao da aprovagao do
CEP, regulamentado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, niUmero do
parecer, 1.996.575 (CONEP) (BRASIL, 2012b).

Os participantes desta pesquisa receberam as informacdes e
esclarecimentos necessarios. O consentimento de cada participante deu-se por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Prévio ao ensaio, 9 (nove) voluntarios, foram entrevistados e avaliados
considerando os critérios de inclusdo e exclusao exigidos pela legislagao vigente.
A nao-inclusao ocorreu caso o sujeito se encontrasse em terapia medicamentosa
topica ou sistémica que apresentasse possibilidade de ocasionar alteracoes
fisiologicas apds exposigao solar; casos relatados de sensibilidade a produtos de
uso topico e reagdes inesperadas em resposta a luz. Além de que, apds a
avaliagao clinica, ha exclusao se for identificado a presenga de eritema ou
queimadura solar, bronzeamento, cicatrizes, lesbes cutaneas e distribuicdo
melénica irregular na area de aplicagdo das amostras (BRASIL, 2012b, PERES,
2015).
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Adicionalmente aos critérios impostos por legislagdo, foi considerado
como critério de inclusao o fototipo de pele entre | e lll, Quadro 4, de acordo com
a escala de Fitzpatrick (BRASIL, 2012b; FITZPATRICK, 1988; SAMBANDAN,
RATNER, 2011).

Quadro 4. Fototipos de pele segundo Fitzpatrick (FITZPATRICK, 1988).

Coloragao Tipo Queimadura Bronzeamento
Branca | Sim Nao
Branca ! Sim Minimo
Branca i Sim Sim

Branca/Morena clara v Nao Sim
Morena Vv Nao Sim
Escura Vi Nao Sim

4.9. Técnica de tape stripping

A técnica de tape stripping consiste na aplicacdo de uma formulacao
em area da pele previamente demarcada, distribuicdo homogénea da amostra,
aplicagao de fita adesiva e pressdo sob a area e retirada da camada cornea da
epiderme através da retirada da fita (PERES, 2015).

O antebrago foi limpo com compressa cirurgica de gaze hidrdfila,
dobrada até a dimensao de 4x3cm, umedecida em agua destilada. As marcacoes
foram realizadas nas dimensdes de 2x5cm com intervalos de 1cm entre amostras
e de 2,5cm a partir do pulso e cotovelo. Apds a limpeza e demarcagao, houve a
aplicagao das amostras. Os sete pontos amostrais foram esquematizados

conforme a Figura 9, variando os locais de aplicagao.
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Figura 9. Area de demarcacéo das fitas nos antebragos.
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Legenda. Representagao ilustrativa das regides demarcadas nos antebragos. A sequéncia em

algarismos romanos representa os pontos amostrais.

Foram aplicadas aliquotas de 2,0 mg/cm?, totalizando 20 mg em cada
area, previamente delimitadas em 10cm? (2x5cm) na pele (Figura 10). Apds a
aplicagdo das amostras, os voluntarios permaneceram em ambiente com
temperatura de 21°C.

Figura 10. representagao das areas de demarcacgao e aplicagdo no voluntario.

2cm

5cm

I 1cm

Legenda. Braco direito previamente demarcado antes da aplicagdo, identificacdo e retiradas das

amostras pelo método de tape stripping. Na ampliagdo ha o dimensionamento das fitas. A parte

em cinza representa a area segura de contato para aplicagao e retirada da fita.

4.10. Preparagao das amostras

Duas horas apos a ultima aplicacdo no antebraco, foi efetuada a
técnica de tape stripping para remog¢ao do estrato corneo do antebrago dos
voluntarios.

Para obtencdo do estrato cérneo irradiado, as placas com as fitas
removidas foram submetidas a radiacdo UV em camara de fotoestabilidade

equipada com lampada de xenénio e filtro de vidro responsavel por mimetizar a
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radiacdo UV, permitindo a passagem apenas de comprimentos de onda acima de
290 nm (ALONSO et al., 2009).

As amostras irradiadas e nao irradiadas foram transferidas para béquer
de 250mL. Os béqueres foram fechados com filme plastico contendo 10 mL de
solvente extrator e colocados no ultrassom por 15 minutos. Em tubos de vidro
com tampa, foram adicionados 1 mL da solugcdo do béquer e 144 pL de 0,2% de
BHT e 400 pL de H3PO4 0,44 M.

Apds agitagdo em vortex, os tubos repousaram a temperatura ambiente
por 10 minutos e, posteriormente, adicionou-se 600 pL de solugcédo contendo 0,6%
TBA em H3;PO,4 (0,44M). Apos adicdo de 0,6% de TBA, os tubos ficaram em
banho-maria por 45 minutos a 90°C. Posterior ao periodo de incubagao, os tubos
foram resfriados a temperatura ambiente e a extragao foi realizada por 600 uL de
n-butanol seguidos de centrifugagdo de 3000g por 10 minutos. Um volume de 40
ML da camada de n-butanol foi filtrado em membrana de 0,45 ym e colocados em
vials ambar com insert. Desde a retirada da amostra do béquer até o

preenchimento dos vials, todas as etapas foram protegidas da luz.

4.11. Analise dos resultados

Com o intuito de determinar diferengas intra e entre grupos, os
resultados foram analisados estatiticamente por meio do teste de analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. A comparacédo foi realizada
utilizando-se o Teste t para duas médias. O programa utilizado foi o MiniTab®

versao 18.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparagao das formulagées fotoprotetoras

A emulsédo foi obtida a partir da adigdo dos filtros no gel do polimero
emulsificante. Sendo os filtros no estado liquido em temperatura ambiente, o
processo foi realizado sem a necessidade de aquecimento. Na formulacdo F4 n&o

houve adicao de filtros UVB.

A quantidade de energia, neste caso a temperatura no processo de
emulsdo, esta relacionada ao tempo de estabilidade das emulsdes. Sistemas
emulsionados gerados com menor energia possuem maior tempo de vida util
(SCHULTZ, et al., 2004).

A obtencdo de formulagcdes macroscopicamente estaveis baseou-se
nas interagdes entre os filtros incorporados isoladamente (octocrileno, salicilato de

octila e metoxicinamato de octila) na base polimérica.

5.2. Estudo de Estabilidade Preliminar das formulagodes

fotoprotetoras

A verificacdo da estabilidade foi realizada por meio dos testes de
centrifugagdo e estresse térmico. A finalidade destes é acelerar possiveis
mecanismos de instabilidade inerente aos sistemas emulsionados. Os resultados

de ambos testes estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Testes de centrifugacdo e estresse térmico aplicado as formulag¢des

fotoprotetoras.
Estudo de Estabilidade Preliminar
Formulagoes
Centrifugacgao Estresse Térmico
F1 N N
F2 N N
F3 N N
F4 N N

Legenda. N: Normal; F1: Octocrileno; F2: Metoxicinamato de octila; F3: Salicilato de octila; F4:

Base sem filtros.
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As emulsdes estdo sujeitas a coalescéncia, amadurecimento ou
maturacdo de Ostwald (Ostwald ripening) e inversdo de fases, ademais dos
processos de floculacdo e cremeacao. A coalescéncia pode ser vista a olho nu
devido a separagao de fases impulsionada pela distribuicdo do tamanho das
goticulas da emulsdo, ja, a maturacdo de Ostwald, é caracterizada pela
dissolugédo de goticulas menores formando goticulas maiores que desestabilizam
o sistema emulsionado. Quando as goticulas formam aglomerados reversiveis na
emulsao, caracteriza-se a floculacdo, sendo a cremeacao a dispersdo das fases
devido a diferenga de densidade (GALVAO, 2015; PERES, 2017; PERES, 2015).

Nas formulagdes, devido a compatibilidade dos filtros na base
polimérica e a estabilidade proporcionada pela concentragao do polimero, nao
ocorreram alteragdes visiveis na estabilidade das amostras (CLARIANT, 2013).
Conforme a Tabela 5, as formulagdes nao apresentaram alteracbes apos o
estudo da estabilidade preliminar, sendo, portanto aprovadas.

5.3. Determinacdo do valor de pH e das caracteristicas

organolépticas das formulagoes

A separagao de dispersdes oleo/agua é um processo complexo sob
ponto de vista fisico-quimico. Majoritariamente dominado pelos mecanismos de
coalescéncia e colisdo de goticulas, o processo de separagao de fases ainda é
um desafio a ser completamente elucidado. O processo de coalescéncia envolve
ampla escala de tempo e estabilidade do sistema (BREMOND, THIAM, BIBETTE,
2008; FIROOZ et al, 2016; FRISING, NOIK, DALMAZZONE, 2006).

As formulacdes foram analisadas visualmente, 48 h apdés o preparo
quanto ao aspecto, cor e odor. O tempo de 48 h de repouso faz-se necessario
devido a necessidade da finalizagao e estabilidade do processo de emulsificagao.
Ademais, foi mensurado o valor de pH das amostras (BABY, 2007; BRASIL,

2004). A Tabela 6 descreve os resultados obtidos.
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Tabela 6. Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das formulag¢des
fotoprotetoras.

Formulagoes Aspecto Valor de pH

Emulsdo homogénea, de coloragédo

F1 » 6,1+0,05
branca e odor caracteristico
Emulsdo homogénea, de coloragédo

F2 -, 6,2+0,08
branca e odor caracteristico
Emulsdo homogénea, de coloragédo

F3 -, 6,2+0,08
branca e odor caracteristico
Base polimérica transparente e odor

F4 - 6,7+0,16
caracteristico

Legenda. N: Normal. F1: Octocrileno; F2: Metoxicinamato de octila; F3: Salicilato de octila; F4:

Base sem filtros. Valores de pH foram realizados em triplicata e acompanhados do desvio padrao.

O aspecto das formulagdes fotoprotetoras foi considerado adequado.
Nao houve alteragdes que indicassem instabilidade e o odor foi caracteristico, de
acordo com o filtro empregado na base. A variagdo do valor de pH das
formulagbes ocorreu devido aos ajustes que foram realizados durante a técnica
de preparo. O polimero, utilizado nas preparagdes, apresenta-se estavel no
intervalo de valor de pH de 4,0 a 9,0 e nas concentragdes de 0,5 a 5,0%; foi
utilizado a concentracado de 2,5% nas formulagdes (BRASIL, 2004; CLARIANT,
2013).

Na pele, o valor de pH contribui para a fungao barreira, homeostase e
adesdo das células no estrato corneo, ademais de atividade antimicrobiana.
Formulagdes direcionadas a utilizacgdo na epiderme, sem a intencdo de
ultrapassar a barreira cutanea, necessitam de valores de pH que nao interfiram na
sua fisiologia. Os valores de pH, ajustados nas formulag¢des, apresentaram-se
compativeis para a estabilidade e aplicagao na epiderme. Portanto, os parametros
analisados estavam de acordo com a manutengao da biocompatibilidade da pele
(FIROOZ, 2016; JANG, 2016; SARRUF, 2013).

5.4. Eficacia fotoprotetora in vitro

A determinacgao da eficacia fotoprotetora in vitro foi realizada por meio

de espectrofotometria de refletdncia difusa com esfera de integragdo. Os dados
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foram tratados pelo programa acoplado ao equipamento (UV® 2000). O UV® 2000
converteu os valores de transmitancia em resultados estimados de FPS e
comprimento de onda critico (nm) das formulagdes.

Todos os filtros (F1: Octocrileno; F2: Metoxicinamato de octila; F3:
Salicilato de octila) utilizados nas formulagdes possuem apenas protecdo UVB
(290-320 nm). A radiagdao UVB, segundo Filip e colaboradores (2011), € a
responsavel pelos maiores danos nas células, devido aos anéis aromaticos do
DNA, como as purinas. A formagao de dimeros de timina, gerados devido a
fotodegradacdo do DNA, s&o os principais responsaveis por desencadear o
processo de mutagénese. A radiagdo UVB também é responsavel por
desencadear a peroxidagao lipidica na pele. O FPS e o comprimento de onda
critico de F1, F2 e F3 foram obtidos in vitro e estdo descritos na Tabela 7

(BRIASCO et al., 2017; FILIP et al., 2011; ZEGARSKA et al., 2017).

Tabela 7. Valores de FPS e comprimento de onda critico in vitro das

formulagdes fotoprotetoras.

Fator de Prote¢ao Estimado Comprimento de onda critico (nm)

(FPS)
Formulagoes
Pré-Irradiagéao Pés-irradiagao Pré-Irradiagao Pés-irradiagao
F1 6,7+21°2 57+21°2 360,3+3,8° | 358,0£35°"
F2 80+36° 47+15° 3433+ 342 | 340,7+1,6¢
F3 1,9+0,2° 1,0+ 0,0° 347,7£81°% | 334,3+6,672
F4 N.A.

Legenda: N.A: Nao aplica; F1: Octocrileno; F2: Metoxicinamato de octila; F3: Salicilato de octila;
F4: Base sem filtros. Valores de comprimento de onda e FPS foram realizados em triplicata. Os
resultados pré e pos irradiagdo foram avaliados de acordo com o teste t-student pareado para
comparagao entre as médias (nivel de significancia = 0,05). Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenca estatistica significativa entre os resultados.
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Foi realizado o teste t-student para as médias antes e apos irradiacao,
tanto para o FPS quanto para o comprimento de onda critico. Houve diferengas
significativas entre as amostras F2 e F3, antes e apds irradiagdo, porém, nao
houve diferencas na amostra F1.

A amostra F2 possui um filtro UVB que reduz a sua capacidade de
protecao frente aos raios UV quando exposto a luz. Em filtros solares contendo
grupamentos na posicdo para-substituidos, como ilustrado na Figura 3, apos
absorverem energia, passam de um estado orbital de alta energia (HOMO) para
um orbital de baixa energia (LUMO). Esta transferéncia de estados orbitais tem
influéncia no comprimento de onda e retorno ao estado fundamental apds
irradiacdo. A instabilidade, apds a irradiagdo, modifica a estrutura formando o
isdbmero cis, como consequéncia, compromete a absor¢gdo de raios UV.
Entretanto, essa isomerizagao trans/cis ndo pode ser considerada como um
mecanismo de instabilidade. A alteracdo estrutural, apds irradiagdo, pode
desencadear resposta eficiente na dispersdo dos raios UV (CHATELAIN,
GABARD, 2001; PERES et al., 2017; SANTOS, 2014).

Couteau e colaboradores (2007) avaliaram a fotoestabilidade de 18
férmulas contendo filtros isolados, entre eles o octocrileno 10%, metoxicinamato
de octila 10% e o salicilato de octila 5%. As formulas foram aplicadas em placas
de PMMA e submetidas a irradiagao artificial em camara de fotoestabilidade. O
octocrileno e o metoxicinamato de octila foram considerados fotoestaveis, de
acordo com o tempo necessario, em horas de exposicdo, para o decaimento de
10% do FPS inicial. No entanto, o salicilato de octila, foi considerado fotoinstavel,
por ndo manter-se por um periodo minimo de 2 horas (COUTEAU et al., 2007).

Apesar das diferengcas estatisticas entre as médias da amostra F2,
antes e apos irradiagao, este filtro € considerado estavel. A amostra F3, composta
por salicilato de octila e base, foi considerada instavel quando comparado com os
cinamatos, e a amostra F1 manteve-se estavel, antes e apés irradiacdo. O FPS
diminuiu 14,9%, 42,3% e 50,0%, respectivamente, para as amostras F1, F2, e F3
(COUTEAU et al., 2007; NICULAE et al., 2013; RODIL et al., 2009).
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5.5. Método analitico para a quantificagdo do aduto dialdeido
maldnico — acido tiobarbiturico (MDA-TBA)

5.5.1. Curva analitica e Linearidade

O ensaio de TBARS é um ensaio espectrofotométrico ou
espectrofluorimétrico dos produtos gerados por formagdo do aduto MDA-TBA,
entretanto, além do MDA, outros aldeidos podem reagir com MDA e interferir nas
concentracbes deste. A analise por CLAE melhora a especificidade e
confiabilidade desta técnica e o aduto MDA-TBA é quantificado separadamente
de outros croméforos formados (BASTOS et al.,, 2012; HONG et al., 2000). A
Tabela 8 apresenta os dados obtidos para a realizacdo da curva analitica, sendo
esta ilustrada na Figura 11. O método apresentou linearidade em fungdo das
areas dos picos e as concentracdes de MDA. A Tabela 9 apresenta a equacgao da

reta e o coeficiente de corregéo linear.



Tabela 8. Dados utilizados na constru¢cao da curva analitica.
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Concentragao
tedrica do aduto
MDA - TBA (pM)

Area dos picos

A1 A2 A3 AmediatpP
0,025 27387 22287 24444 24706,0+1787,3
0,05 31061 36767 41776 36534,7+3649,1
0,075 51266 52336 40834 48145,3+4874,2
0,1 50972 64956 59522 58483,3+5007,5
0,25 103797 113657 88009 101821,0+£9208,0
0,5 168399 205245 196036 189893,3+14329.6
0,75 215546 256146 322003 264565,0+38292.0

Legenda. A1-A3: réplicas das areas de absorbancia; Anmsdiatpp: Media das areas de absorbancia
mais ou menos o desvio padrao.
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Figura 11. Curva analitica do aduto MDA-TBA.

300000

250000

200000

150000

Area do pico

100000

50000

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
TBA-MDA (uM)

Legenda. As concentragcdes de MDA utilizadas na construgdo da curva foram 0,025; 0,05; 0,075;
0,1; 0,25; 0,5; 0,75uM, sendo o solvente branco, o metanol. O coeficiente de correlagdo linear
utilizado foi R?=0,9984 e a equacao da reta é y = 21427 + 328092x.

Tabela 9. Linearidade de acordo com a analise da regresséo

Regressao linear

Equacgéao da reta Area do pico = 21427+328092(concentracdo do aduto TBA-MDA uM)

Coeficiente de
I 2 0,9984
correlagao linear (R")

5.5.2. Precisao

A precisdo foi calculada de acordo com a Equag¢adao 3 e os dados
apresentados na Tabela 10 (TORMAN, COSTER, RIBOLDI, 2012).
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Tabela 10. Areas dos picos e média utilizados na precis&o.

) Area dos picos e média
Concentracao

tedrica do aduto
MDA - TBA (uM)

A1 A2 A3 Anmedia £ DP

0,025 27387 22287 24444 24706 + 1787

0,05 31061 36767 41776 36535 + 3649

0,075 51266 52336 40834 48145 + 4874

Legenda. A1-A3: réplicas das areas de absorbancia; Ansdia + pp: Média das areas de absorbéancia
mais ou menos o desvio padrao.

A precisdo encontrada foi de 30,3 % entre as respostas de
normalizagc&o das areas dos picos (RIBANI et al., 2004).

5.5.3. Especificidade

O método mostrou-se capaz de medir o aduto MDA-TBA (leitura em
532 nm). De acordo com a Figura 12, os picos encontrados durante a pesquisa
de interferentes ndo ocorreram no mesmo tempo de retencdo do aduto MDA-TBA
(ALONSO et al., 2009).
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Figura 12. Cromatogramas individualmente sobrepostos dos interferentes do
ensaio de TBARS.
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Legenda: 1: reacdo de TBARS; 2: fitas do tape stripping sem pele; 3: n-butanol; 4: sobreposi¢cao
de cromatogramas de solventes utilizados no método (0,2% BHT, H3PO,4 0,44M, 1% H,SO,) e das
formulagbes com filtros.

5.5.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade de um resultado
obtido para o valor verdadeiro. A exatiddo pode ser expressa pela taxa de
recuperacdo de um resultado em fungdo de uma concentracdo conhecida
(CHANDRAN, SINGH, 2007).

A exatiddo foi calculada conforme a Equagdo 4 e os valores
encontrados foram analisados individualmente e de acordo com as médias das
concentracdes das réplicas. O método possuiu valores de exatidao na faixa de
especificacdo de concentracdo da tabela da AOAC. De acordo com as
concentracdes, os valores de recuperagao do total das concentragdes por réplica
foram, respectivamente, R1=89,82%, R2=111,95 R3=104,80. As recuperagodes
individuais e meédias por concentracdo estdo na Tabela 11 (AOAC, 2016;
CHANDRAN, SINGH, 2007).
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Tabela 11. Recuperagao das concentragdes do aduto MDA-TBA

Concentragao Area dos picos e normalidade dos dados
tedrica do
aduto MDA — R(%)
TBA (uM) C1 (uM) | R1 (%) C2 (uM) | R2 (%) {C3 (uM) | R3 (%) °
média
0,05 0,0294 58,73 0,0468 93,51 0,0620 124,04 92,09
0,075 0,0909 121,26 0,0942 125,61 0,0592 78,87 108,58
0,1 0,0901 90,05 0,1327 132,67 | 0,1161 116,11 112,94
0,25 0,2511 100,42 | 0,2811 112,44 | 0,2029 81,17 98,01
0,5 0,4480 89,59 0,5603 112,05 | 0,5322 106,44 102,69
0,75 0,5917 78,89 0,7154 95,39 0,9161 122,15 98,81

Legenda. C1-C3: réplicas das concentragdes expressao em uM; R1-R3: recuperagédo conforme
réplica da concentragdo expressa em porcentagem de recuperagao; R(%) media: recuperacao
media de cada concentragao.

5.6. Método tape stripping

A quantificagado do aduto de TBA-MDA foi realizada por meio da técnica
de tape stripping, com modificagdes, conforme descrito por Alonso e
colaboradores (2009). A quantificagdo da peroxidagao lipidica, pelo aduto, teve
como intuito avaliar as formulacbes com filtros solares e analisar a possivel
capacidade dos filtros de conter a peroxidagao lipidica.

Foram selecionados nove voluntarios, de acordo com os termos de
inclusao e exclusao estabelecidos para o estudo, com idade entre 21 e 45 anos e
fototipo de pele entre | e lll. Apds a retirada das fitas, ndo houve relato de
sensacao de desconforto e a camada cornea removida foi extraida com metanol

para injecdo em sistema CLAE. Os resultados de concentragédo, calculados
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conforme equacdo descrita na Tabela 9, estdo descritos na Tabela 12 e
expressos na Figura 13.

Tabela 12. Média das concentragdes de adutos MDA-TBA nas amostras de tape
Stripping, do estrato cérneo da pele sem formulagéao.

~ . Concentragao Média *
Formulagdes Condigao Desvio padrao (M)
BRANCO IR 0,08 + 0,022
BRANCO NI 0,02 £ 0,02°

Legenda. IR: Amostras irradiadas; NI: Amostras nao irradiadas; BRANCO: Pele sem formulagao.
Os resultados néo irradiados e irradiados foram avaliados de acordo com o teste t pareado entre
os valores (nivel de significancia = 0,05). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga
estatistica significativa entre os resultados.

Figura 13. Grafico de valores Individuais dispersos de concentragdo pela
condigao.
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Legenda. IR: Amostras irradiadas de pele sem formulagdo; NI: Amostras nio irradiadas de pele
sem formulagdo. Os resultados nao irradiados e irradiados foram avaliados de acordo com o teste
ANOVA One Way por comparagao Tukey entre os valores (nivel de significancia = 0,05).
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Quando comparadas as amostras irradiadas com as né&o irradiadas
houve diferengas significativas. A Figura 13 ilustra as médias dos dois grupos,
pele irradiada e né&o irradiada, por meio da dispersao das concentracdes obtidas
nos voluntarios. Devido a estrutura lipidica dérmica, a quantidade de perdxidos
formados aumentou conforme a exposi¢ao a radiagdo. Houve maior formagao de
peroxidos nas amostras irradiadas (LADEMANN, 2009).

A pele executa duas essenciais fungdes, barreira contra estresse
ambiental e regula a perda de agua do corpo. A fungao barreira € determinada por
estratificac&o tecidual que envolve a expressao programada e a reorganizagao de
varias proteinas e estruturas. O resultado da diferenciacdo de queratindcitos € a
camada cérnea, formada por células mortas achatadas e envolvidas por lamelas
lipidicas. Os cornedcitos sdo completamente circundados por cadeias longas de
Omega-hidroxi-ceramidas ligadas covalentemente, juntamente com ésteres de
colesterol, esfingosina e acidos graxos livres. O conteudo lipidico do estrato
cérneo humano é de 50% de ceramidas, 25% de colesterol e 15% de &cidos
graxos livres. Neste complexo lipidico uma variedade de hidrolases lipidicas e
proteases compdem o sistema enzimatico. A comparagcdo estatistica entre os
grupos irradiados na pele, com formulagdo, foi realizada e os dados gerados
estdo dispostos na Tabela 13 (NATARAJAN et al., 2014; PERES, 2015).
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Tabela 13. Concentragcdo média do aduto MDA-TBA nas amostras.

Concentracao Média £
Formulacgoes Condigédo Desvio padrao do aduto
MDA-TBA (uM)
F1 IR 0,07 + 0,072
F2 IR 0,04 + 0,052
F3 IR 0,10 £ 0,072
F4 IR 0,06 + 0,062
F4 NI 0,04 + 0,06°

Legenda. IR: Amostras irradiadas de pele com formulagdo; NI: Amostras ndo irradiadas de pele
com formulacdo; F1: Base com octocrileno; F2: Base com metoxicinamato de octila; F3: Base com
salicilato de octila; F4: Formulagdo base sem os filtros. Os resultados nao irradiados e irradiados
foram avaliados de acordo com o teste ANOVA One Way por comparagdo Tukey para
comparagao entre os cinco grupos diferentes (nivel de significancia = 0,05). Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre os resultados.

Houve tendéncia, nas médias, das formulagdes F1 (0,07 + 0,07 uM) e
F2 (0,04 + 0,05 pM) em produzir menor resposta de peroxidacdo em relagdo ao
extrato cérneo irradiado sem prote¢ao (0,08 £ 0,06 uM) ou s6 com a base sem
filtros (0,06 + 0,06 uM). Entretanto, provavelmente em fungdo do desvio padréao,
inerente a variabilidade genética e aos estudos com sujeitos, ndo se percebeu
diferengas entre as amostras (NATARAJAN et al., 2014; PERES, 2015).
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Figura 14. Grafico de comparagéo entre as médias das amostras com os valores

individuais dispersos por grupo, somente amostras irradiadas.
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Legenda: OCT: Base com octocrileno; MCO: Base com metoxicinamato de octila; SLO: Base com
salicilato de octila; BASE: Férmula sem filtros.

Comparando as médias, na Figura 14, evidenciou-se uma menor
formagao de peréxidos pela média do grupo MCO. O MCO €& bem tolerado e
mundialmente usado em produtos de cuidados pessoais em saude. Apesar de
estudos relatando as possiveis atividades anti-inflamatérias do MCO e alguns dos
seus derivados, ha relatos de efeitos indesejados apds aplicagao topica, como
irritacdo da pele ou dermatite alérgica. Dos diversos produtos gerados da fotdlise
do MCO, nem todos sao toxicos as células e sua capacidade de protecao perante
a exposicao solar, quando comparada com os filtros salicilato de octila e
octocrileno é superior (KOMALA et al., 2018; STEIN et al., 2017).

Os raios eletromagnéticos interagem com os filtros orgénicos,
absorvendo ou dispersando sua energia. Devido a sua capacidade de interagir
com os raios UV, de acordo com a Figura 14, o salicilato de octila foi o filtro que
menos impediu a producio de peroéxidos lipidicos.

Os salicilatos tém a faixa ideal de absorcéo de filtros solares UVB, de
300-310 nm, no entanto, precisamente pela mesma razdo, ou seja, a relagédo
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orto, eles tém um coeficiente de extingao baixo. A relacéo, entre o grupo fendlico
e a funcao ester carboxilico, causa a tensao estérica, ou tensédo de van der Waals
na molécula toda, conforme Figura 15. Essa tensdo de van der Waals faz com
gue a molécula desvie do planaridade, quanto maior o desvio menor o coeficiente
de extingdo (€/dm* mol~'em™). Este coeficiente é a capacidade de um mol da
molécula de atenuar a luz incidida em determinado comprimento de onda
(salicilato de octila 4130 €/dm® mol'ecm™") (SHAATH, 2005; WANG, LIM, 2016).

Figura 15. Deslocalizacéo e ligagao de hidrogénio através do plano da estrutura

geral dos salicilatos.
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Os cinamatos possuem uma insaturagdo extra conjugada, em ambos
0os compostos, nos anéis aromaticos e na porgédo carbonila do éster carboxilico.
Esta configuragcdo permite a deslocalizagdo de elétrons em toda a molécula,
Figura 16. A energia correspondente a esta transicdo eletrbnica tem um
comprimento de onda de cerca de 310 nm e um coeficiente de extingdo molar
maior (metoxicinamato de octila 23300 €/dm® mol™'cm™; octocrileno 12290 €/dm?
mol~'em™) (GARCIA et al, 2015; SHAATH, 2005; SHAATH, 2010; WANG, LIM,
2016).

Figura 16. Deslocalizagc&o de elétron em molécula de cinamato.
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O coeficiente de extincdo define o quao fortemente uma molécula

absorve radiagdo em uma determinada frequéncia. A média, da concentracao de

adutos de MDA-TBA encontrados, corresponde aos valores de coeficiente molar
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de cada um dos filtros e aos valores de FPS encontrados in vitro, Tabela 14
(SHAATH, 2005; SHAATH, 2010).

Tabela 14. Resultados de FPS, comprimento de onda critico e concentragcdo do

aduto MDA-TBA e valores de coeficiente de extingdo molar da literatura.

Formulagoes

Fator de Protecao Estimado
(FPS)

Coeficiente de
extingao molar
(€/dm® mol'em™)

Concentragao
Média * Desvio
padrao do aduto

Pré-Irradiacdo | Pos-irradiagao MDA-TBA (uM)
F3 1,9+0,2 1,0£ 0,0 4130 0,10 £ 0,07
F1 6,7+21 57+21 12290 0,07 £ 0,07
F2 8,0+3,6 4,7+1,5 23300 0,04 £ 0,05

Legenda: F1: Base com octocrileno; F2: Base com metoxicinamato de octila; F3: Base com

salicilato de octila.

A formulagdo com melhor desempenho, de acordo com as médias, foi
a F2, sequida das formulagcdes F1 e F3. De acordo com a Tabela 14, quanto
maior o FPS e o coeficiente de extingdo molar, menor a concentracdao de adutos
de MDA-TBA, ou seja, menor a producao de peréxidos.

Os filtros ndo apresentaram atividade inibidora da peroxidacéo lipidica
perante a exposicdo a radiacdo solar artificial. Os resultados demonstraram o

potencial do método com relagao a quantificagao da peroxidagao lipidica na pele.
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6. CONCLUSOES

Foram preparados sistemas emulsionados contendo os filtros
octocrileno, metoxicinamato de octila e salicilato de octila biocompativeis com a
pele. As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das amostras
apresentaram-se adequadas. Todas as formulagdes foram estaveis frente aos
testes de centrifugacao e estresse térmico.

A eficacia in vitro das preparacdes fotoprotetoras foi realizada por meio
da espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integragéo e a F2, base
com metoxicinamato de octila, demonstrou o maior valor de FPS. A amostra F1,
base com octocrileno, apresentou-se estavel perante a exposicao artificial a

radiacao UV.

O método por CLAE, para quantificacdo da peroxidacéo lipidica no
estrato corneo, possuiu linearidade e demonstrou especificidade, exatiddo e

precisao satisfatorias.

O estresse pela radiagdao UV desencadeia a peroxidacao lipidica na
pele. Em fung¢ao do protocolo aplicado, ndo houve diferengas entre as amostras, a
eficacia, com relagcédo a inibicdo da peroxidagao lipidica, foi similar em todas as
amostras. Os resultados sugerem que os filtros solares sdo capazes de impedir a
peroxidagao lipidica.
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ZEGARSKA, B. et al. Air pollution, UV irradiation and skin carcinogenesis: what
we know, where we stand and what is likely to happen in the future?. Advances in
Dermatology and Allergology/Postepy Dermatologii i Alergologii, v. 34, n. 1, p. 6,
2017.
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ANEXOS

Anexo A — Curriculo Lattes

Currode 32 Ziteria de Curiodon Lates (Mwds Viee Congeves)
Paulo Vitor Goncalves

Craeracs oarn somaw ate O Ep/\atme o pa, b AT 1 MBS0
Ursva shualzache 3o cariodo em I3/06208

Tem egenénci na &rea de Farméca, com &nfase em Pesqui ¢ Desenvoivimentn. (Texto informado pelo
-tor)

Identificacao
Nome Pads vrr Coxava ¥
Nome em Otacoes bibdografices GONCALVES P V.

Endereco

Formacao académica/titulacao
w018 Matedo em andanerts em Mrmacs ¢ Medcanertos (Corcetn CAPES 4)
Urtversdade de S50 Pado, U, trasl.
Thube: Avaleclo & vio da inbeglo de parocdaclio Ipédcs 90 estreto cdmed promovde
por firos UVES, Onertador: Andié Roben Baby.
2010 - 2018 Graduecho e Parmdca.
Porerics Ursversidade Candice de Campinas, PUC Carrpirs, Seasl
Thube: Nervemusde de Uso Dematadgo.
Orertador: Bduardo Taroue de Perba.

Formacao Complementar
2018 - 2018 Deservohviments Metico de Commétcos Iofarms. (Carge hoslria: JON).
Fateo Moo M gedusclies en Coretologia, PO, tresl.
2018 - 2018 Comen. Noturas, Orglirscos ¢ Toocokoge Cownénca. (Cargs horlria: 300).
Fuuneo Moo Megeduclies en Coretologia, PO, tresl.
2018 - 2018 Aretornotucioge da Pee. (Cage hordse: 100
Funeo Mo e geduclies en Cowretologia, IO, tresl.
2015 - 2018 Pesings Cosendticos. (Carge horirta: 100).
Faaneo Rgo Megeduclies en Cowretulogia, PO, tresl.
2015 - 2018 Oesernvohvimento Mo de Fotoprotetores. (Carga hordria: X00).
Corsutferns - Conmtonia ¢ Assesscoris doreca, CONSULFARMA, tradl .
2018 - 2018 Marketing de Dermocosendticos, (Cargs horfre: 100).
Futeo Moo Mo gedusclies en Cowretologia, IO, tresl.
2018 - 2018 Oeervohviments Avergado de Magiagers Cosendticns. (Carge Mordrie: 200).
Fnes Moo Megedusclies en Cosetologia, IO, tresl.
2018 - 2018 Deservohvimento de Fotogrotetores - Sersortal (Carge hoslrla: 20N
Funeo Mo Megedusclies en Cosmetologia, IO, tresl.
2018 - 2018 Furdanets o Sateny and Formula etegty. (Carga hordeta: 4h)
SpecaiCham - Adviscrs Lide, SPECIALOEN, Franga.
2014 - 2018 Oeerwvohvimentos de produtos capfieres. (Carge Mo 3Oh).
Yo Moo M gedusclies en Cowretologia, IO, tresl.
2014 - 2014 EAcacs ¢ Segurargs de Frodutos Cosendticos, (Camge hordse: 100,
Futeo Mo Wegraduscliies en Cosmetologha, IR0, trasl.
2014 - 2014 Pratca Nutrioonel nes Castropanses. (Carga horfria: 300).
Lo Mo Megeduclies en Cosmetologia, PO, tresl.
2011+ 2011 Pancerrerto en Salide. (Cargs hordeia: 1M)
Portrics Ursversidade Candics de Campinas, PUC Carrgiras, Seasl
2009 - 2009 Calaudo & Marspuagho de Medicamertos. (Carge horliria: JON).
Mg PaJo Sacramento, S, trad.

Atuac3o Profissional
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Projetos de pesquisa
2012 - 2013 Caracterizagso e padronizagio de oleorresina de Copaifera ssp.
Descrigio: Bolsa de IC - FAPESP.
Situagso: Conduido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagso: (1) .
Integrantes: Paulo Vitor Gongalves - Integrante / Carmen Lucia Queiroga - Coordenador.
Areas de atuagdo
1 Grande drea: Oéncias da Sa(de / Area: Farmécia.
Idiomas
Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve Pouco.
Produgoes
Producao bibliografica

Pégina gerada pelo Sistema Curriculo Lattes em 14/04/2019 &s 21:55:07
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Anexo B - Informagées para os membros de bancas julgadoras de

Mestrado e Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pds-Graduagao

Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicao oral. Cada examinador dispora, no
maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre o tema do
trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua resposta.

2.1. Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é facultada a
arguicdo na forma de diadlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.
4, Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se reunira
reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagdo ou reprovacdo

do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigdo.

4.1. Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo Julgadora
devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado na ata.

4.2. Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-Graduagdo:

pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 05 de maio de 2017.

Prof. Dr. Jodo Roberto Oliveira do Nascimento
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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ANEXO C - Ficha do Aluno - Paulo Vitor Gongalves

Janus - Sistema Administrativo da Pos-Graduagdo

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9139 - 10083916/1 - Paulo Vitor Gongalves

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

paulovigon@hotmail.com (favor indicar um email usp.br 0 mais rapido possivel)
271211989

RG - 16.432.585 - MG

Estado de Minas Gerais

Brasileira

Graduagao: Farmacéutico - Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais - Minas Gerais -
Brasil - 2016

Curso: Mestrado

Programa: Féarmaco e Medicamentos

Area: Produgdo e Controle Farmacéuticos

Data de Matricula: 15/07/2016

Inicio da Contagem de Prazo: 15/07/2016

Data Limite para o Depésito: 15/01/2019

Orientador:
Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depoésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagéo da
Banca:

Data de Aprovagéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Prof(a). Dr(a). André Rolim Baby - 15/07/2016 até o presente. Email: andrerb@usp.br
Inglés, Aprovado em 15/07/2016

Aprovado em 29/08/2017

Primeira Matricula em 15/07/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagao USP (Resolugao n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018

Impresso em: 09/01/2019 01:29:14
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Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9139 - 10083916/1 - Paulo Vitor Gongalves

T " - o a . - . o
Sigla Nome da Disciplina Inicio _ Cred. Freq. Conc. Exc. Situagao
QBQ5893- Processos Redox em Bioquimica (Instituto de .
11 Quimica - Universidade de Sdo Paulo) 02/08/2016  14/11/2016 60 0 70 R N Concluida
FBF5805- Delineamento de Experimentos e
203 Ferramentas Estatisticas Aplicadas as 11/08/2016  19/10/2016 90 6 100 A N  Concluida
Ciéncias Farmacéuticas
FBF5777- —. . . . : s
377 Topicos Gerais de Farmaco e Medicamentos | 11/08/2016  23/11/2016 45 3 93 A N Concluida
FBF5712- ik
71 Introducéo & Sintese de Farmacos 06/03/2017  15/05/2017 150 0 - - N matricula
recusada
FBF5704- , .. " , :
6/5 Andlise Espectrométrica de Farmacos 06/03/2017  18/06/2017 150 10 85 A N Concluida
FBF5784- Eletroforese Capilar: Principios e Aplicagbes 08/03/2017  11/05/2017 90 6 77 A N Concluida

2/5  naArea Farmacéutica

Disciplinas: 0
Estagios:
Total: 0 25 25

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 16/07/2018
Impresso em: 09/01/2019 01:29:15

22
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Anexo D - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS Wﬂv
DA UNIVERSIDADE DE SAOQ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao ex vivo da inibicdo da peroxidagao lipidica do estrato cérneo promovida por
filtros UVB

Pesquisador: André Rolim Baby

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 61716316.4.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.996.575

Apresentacao do Projeto:

O aumento da incidéncia de cancer de pele esté associado a maior exposi¢ao a luz

solar e a inclusao de agdes de protegdo ao Sol € uma estratégia relevante de

minimizar os niveis cumulativos de exposi¢do a radiagdo. Os raios ultravioleta (UV),

ao alcancarem a pele, podem causar eritema, inflamacao, fotoenvelhecimento, formacao de rugas e
imunossupressao devido a formagao de espécies reativas de

oxigénio (ERO’s). A formagdo de ERQO’s, como o oxigénio singleto, radical anion

superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil elevam o risco dos danos fotooxidativos. O
desequilibrio entre a formagdo de ERO’s e os mecanismos

antioxidantes do organismo desencadeia o estresse oxidativo. Na pele, as ERO’s

sao as responsaveis pelo dano oxidativo no DNA, proteinas e lipideos. Identificar e

quantificar biomarcadores do estresse oxidativo cutaneo é essencial para a correta

correlagao entre os raios UV e seus efeitos. Deve-se isto, em parte, a limitacao de

métodos para quantificar os parametros que sao diretamente afetados pela exposicao aos raios UV, tais
como a peroxidagao lipidica. Sdo necessarios métodos complementares para avaliacao da eficacia de
fotoprotetores perante os danos

causados pelo estresse oxidativo. A proposta do projeto compreende a avaliagao ex vivo da

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br

Pégina 01 de 05
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T USP - FACULDADE DE

A 2 p Platafor
\oe) CIENCIAS FARMACEUTICAS %M "o
N DA UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagao do Parecer: 1.996.575

eficacia de filtros solares UVB, inseridos em formulagdes O/A, por meio da quantificagdo da peroxidagédo
lipidica proveniente do estrato cérneo removido

por tape-stripping. Os resultados permitirao determinar a efetividade de um método ex vivo, menos invasivo,
para a determinagao da eficacia de protetores solares e quantificagdo dos produtos resultantes da
peroxidagao lipidica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos gerais:

A proposta do projeto compreende a avaliagdo ex vivo da eficacia de filtros solares UVB por meio da
quantificagao da peroxidagéo lipidica proveniente do estrato cérneo removido por tape-stripping.
Objetivos especificos:

O projeto de pesquisa apreciara atingir as seguintes metas:

(i) preparo de amostras em veiculo emulsionado (emulséo O/A) contendo p-metoxicinamato de octila,
salicilato de octila ou octocrileno;

(i) caracterizagéo fisica, fisico-quimica, estabilidade preliminar e eficacia funcional in vitro das
preparagdespor espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integragao;

(iii) validagdo de método analitico por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para a quantificagdo da
peroxidagao lipidica; e

(iv) determinagao da eficacia ex vivo dos filtros solares UVB por meio do doseamento da lipoperoxidagéo a
partir do estrato cérneo obtido por tape-stripping.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores declaram:

RISCOS: reagdes inesperadas, decorrentes da aplicagéo topica do(s) produto(s)

em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato e/ou alérgica com intensidades varidveis, podendo
ser graves.

Garantimos que os cuidados e acompanhamento necessarios serao fornecidos pelos

pesquisadores durante todas as etapas do estudo. Em caso de reagdes adversas que necessitem de
acompanhamento ambulatorial e/ou internagao, os responsaveis pela pesquisa lhe acompanharao até uma
unidade de sadde do Sistema Unico de Satde-SUS, que apresenta infraestrutura adequada para qualquer
tratamento que se faga necessario. Garantimos que todas as despesas decorrentes do eventual

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS ‘W““‘

DA UNIVERSIDADE DE SAO
Continuagao do Parecer: 1.996.575
tratamento
serdo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis por esta pesquisa.
BENEFICIOS:

Vocé nao obtera nenhum beneficio financeiro e a sua sadde, pois este é um produto cosmético. Noentanto,
vocé estara ajudando, como participante desta pesquisa, a ampliar o conhecimento sobre a
seguranca e eficacia de produtos cosméticos.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de Projeto de Pesquisa de Mestrado, do aluno: Paulo Vitor Gongalves, com a

orientacdo do Prof. Dr. André Rolim Baby

As estratégias para prevenir e proteger a pele contra os danos causados pela exposi¢ao solar estao se
expandindo, porém, a eficacia destas pode ser insatisfatéria. Identificar e quantificar biomarcadores do
estresse oxidativo na pele é essencial para a correta correlagao entre os raios UV e seus efeitos. Existe uma
ampla investigagdo sobre os efeitos de danos UV e tratamentos a nivel celular. Entretanto, ha diferentes
métodos de quantificar os efeitos de danos induzidos por UV na pele. Deve-se isto, em parte, a falta de
métodos para quantificar os parametros que sao diretamente afetados pela exposi¢do aos raios UV, tais
como a peroxidagéo de lipideos, alteragdo na quantidade de antioxidantes, atividade de enzimas
antioxidantes e produtos da oxidagao de proteinas e do DNA. Portanto, apesar do uso de protetores solares
ser uma realidade irretorquivel, existe a necessidade de métodos complementares para a comprovagéo
mais abrangente da eficacia desta classe de produtos. Sdo necessarios métodos para avaliagéo da eficacia
de fotoprotetores perante os danos causados pelo estresse oxidativo.

Os resultados deste projeto apresentarao perspectivas de aplicagao pratica na area de pesquisa

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuagao do Parecer: 1.996.575

clinica de

produtos cosméticos fotoprotetores, agregando novo método,

menos invasivo, a ser empregado para a analise complementar da eficacia
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Rzt

fotoprotetora. O método para a determinagéo da eficacia ex vivo de fotoprotetores é
inovador e ndo ha aplicabilidade da técnica de TBARS para este tipo de andlise. A
subsequente divulgagao cientifica ira estimular a criagéo e consolidagao de novas

linhas de pesquisa no presente segmento, além de contribui¢do técnico-cientifica

relevante na Area Cosmética.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos foram apresentados.

Recomendacdes:

As recomendagdes foram atendidas, sem novas recomendagées.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Sem pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Aprovado ad referendum.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 799709.pdf 00:36:46
Outros CartadeEsclarecimento.pdf 29/03/2017 [PAULO VITOR Aceito

00:35:31  [GONCALVES
Declaragéo de Participacao.pdf 03/11/2016 |PAULO VITOR Aceito
Pesquisadores 16:34:34 |GONCALVES
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 27/09/2016 [PAULO VITOR Aceito
Assentimento / 14:35:00 |GONCALVES
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhaRosto.pdf 27/09/2016 [PAULO VITOR Aceito
14:33:40 |GONCALVES
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 27/09/2016 [PAULO VITOR Aceito
Brochura 14:32:44 |GONCALVES
Investigador
Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuagao do Parecer: 1.996.575

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 03 de Abril de 2017

Assinado por:
Cristina Northfleet de Albuquerque
(Coordenador)

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Anexo E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a

Avaliacao ex vivo de Peroxidagao Lipidica

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
AVALIACAO EX VIVO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA

1. Informacoes do Participante da Pesquisa (para preenchimento)

Nome:

Documento de Identidade (nimero): Sexo: ()M ( )F

Local de Nascimento: Data de Nascimento: __ / _ /

Enderego:

Complemento: Bairro: CEP:
Cidade: Estado:
Telefone (residencial): Telefone (celular):

2. Dados sobre a Pesquisa

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo ex vivo da inibicdo da peroxidagao lipidica do estrato cérneo
promovida por filtros UVB

Pesquisador Responsavel: Dr. André Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358 e (11) 94225-0033
- Professor Doutor da Universidade de Sao Paulo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas)

Pesquisador Associado: Paulo Vitor Gongalves / fone: (11) 4496-2398 e (11) 97631-6044
- Pesquisador da Universidade de Sao Paulo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas)

Duracao da Pesquisa: 1 dia Risco da Pesquisa: Minimo

Faixa etaria dos participantes da pesquisa: de 18 a 60 anos

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar a
eficacia de filtros solares UVB através do estrato corneo removido por tape-stripping. O estrato
corneo (camada mais superficial da pele), sera retirado através de um procedimento simples
que consiste na adesao de uma fita adesiva especifica na superficie da pele limpa e posterior
retirada (tape-strippimg). 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 duvidas surgidas durante ou apés o estudo serdo prontamente
esclarecidas.

Para a realizagdo deste estudo, vocé comparecera ao local da pesquisa em apenas um dia,
permanecendo no local por um periodo de aproximadamente seis horas. Nesse dia, sera
realizada uma avaliagéo clinica da sua pele, com posterior aplicagéo do(s) produto(s) em teste
em seu antebrago. Serdo realizadas duas aplicagdes do(s) produto(s), sempre no mesmo local,
com intervalos de duas horas entre cada aplicagao.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Péagina 1de 3



Pagina |69

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
AVALIAGAO EX VIVO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA

Apos duas horas da ultima aplicagéo, serdo realizadas aplicagdes sucessivas de fitas adesivas,
com o objetivo de remover a camada superficial da pele nas areas de aplicagao do(s) produto(s)
em teste, com desconforto minimo.

Adicionalmente, uma &rea virgem do antebrago (n&o utilizada para a aplicag@o do(s) produto(s)
em teste) sera utilizada como controle do estudo, e também recebera aplicagdes sucessivas de
fitas adesivas, com o objetivo de remover a camada superficial da pele.

Apos esta etapa, vocé poderd deixar as dependéncias do local da pesquisa. Os adesivos
removidos serdo posteriormente avaliados, por pesquisadores treinados, para determinagéo da
peroxidagao lipidica da(s) amostra(s) aplicada(s) (areas de aplicagao).

Solicitamos que durante o periodo de estudo (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio e trés
dias apos a sua finalizagdo) vocé ndo altere seus habitos de higiene, dieta, medicamentos,
cosméticos e exercicios; ndo se exponha excessivamente ao sol; e ndo aplique qualquer
produto no local de realizagao do teste.

Todas as substancias que compdem o produto sdo de uso habitual, na forma de aplicagéo
proposta, e consideradas seguras para a finalidade que se destinam. No entanto, ainda que
raras, ressaltamos que reagdes inesperadas, decorrentes da aplicagao topica do(s) produto(s)
em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato e/ou alérgica com intensidades
variaveis, podendo ser graves.

Garantimos que os cuidados e acompanhamento necessarios serdo fornecidos pelos
pesquisadores durante todas as etapas do estudo. Caso vocé necessite de assisténcia médica
ou esclarecimento, favor entrar em contato com Dr. André Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358
(11) 94225-0033 € ou Paulo Vitor Gongalves / fone: (11) 4496-2398 e (11) 97631-6044.

Em caso de reagdes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial e/ou
internago, os responsaveis pela pesquisa Ihe acompanharao até uma unidade de satde do
Sistema Unico de Saude-SUS, que apresenta infraestrutura adequada para qualquer
tratamento que se faga necessario. Garantimos que todas as despesas decorrentes do eventual
tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis por esta pesquisa.

Vocé nao obtera nenhum beneficio financeiro e a sua sadde, pois este é um produto cosmético.
No entanto, vocé estara ajudando, como participante desta pesquisa, a ampliar o conhecimento
sobre a seguranca e eficacia de produtos cosméticos. Garantimos que as suas despesas,
decorrentes exclusivamente da participagao nesta pesquisa, serdo completamente ressarcidas.
Eventuais danos decorrentes da sua participagao seréo indenizados.

Todas as informagdes obtidas e declaradas por vocé serdo tratadas de maneira confidencial,
sendo que apenas as pessoas diretamente ligadas a este estudo e autoridades legais poderao
ter acesso, sem com isso, violar a confidencialidade. Se os resultados do estudo forem
publicados, sua identidade continuara sendo preservada.
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Vocé pode retirar sua participagdo a qualquer momento do estudo, comunicando sua
desisténcia ao pesquisador responsavel pelo seu acompanhamento, sem que isso acarrete
qualquer consequéncia negativa a vocé.

Consentimento Pds-Esclarecido

Declaro que, apos 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 de Pesquisa Assinatura do Pesquisador Responsavel

Para qualquer questéo, duvida, esclarecimento ou reclamagéo sobre aspectos éticos relativos a
este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo: Av. Prof. Lineu
Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantd, Sao Paulo, CEP: 05508-000, telefones (11) 3091-3622 e
(11) 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.
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