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RESUMO

TOMAZELLLI, L.C. Fotoprotetores bioativos multifuncionais contendo rutina,
octil dimetil PABA e avobenzona: caracterizagéo fisico-quimica, funcional
e eficacia clinica, 2017. 110f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2017.

A exposicao crénica a radiacdo solar pode contribuir para o aparecimento do
cancer de pele, sendo o uso de fotoprotetores um fator primordial na prevencéo
desses efeitos deletérios. Atualmente, substancias bioativas tais como a rutina
tém sido foco de interesse da comunidade cientifica gracas as suas propriedades
fotoprotetoras e antioxidantes, que podem promover aumento dos valores de
FPS, além de conferir caracteristicas multifuncionais as formulacées. Achados
in vitro recentes indicam que a rutina, quando incorporada em emulsdes
fotoprotetoras 6leo em agua, promove aumento da atividade antioxidante e
aumento do FPS. No entanto, a realizacdo de estudos clinicos é fundamental
para confirmar e quantificar esses resultados, j& que a metodologia in vitro possui
baixa repetibilidade e auséncia de correlagdo com ensaios in Vivo,
principalmente quando as formulagbes analisadas apresentam substancias
antioxidantes em sua composi¢cdo. O objetivo deste estudo foi avaliar pela
primeira vez a atividade da rutina frente ao FPS e sua seguranca clinica através
da comparacdo de formulagbes fotoprotetoras contendo rutina 0.1% (w/w),
avobenzona 3.0% (w/w) e octil dimetil PABA 8.0% (w/w) com uma preparacao
similar sem o composto bioativo. Adicionalmente, hidratagdo cutanea, FPS in
vitro e atividade antioxidante da rutina em associagcdo com outros filtros foram
investigados. O perfil de seguranca das formulac8es qualificou as férmulas para
os testes de eficacia clinica. O teste de DPPH confirmou a capacidade
antioxidante da rutina, demonstrando cerca de 40% de aumento na capacidade
de sequestro de radicais livres na presenca do composto bioativo. A rutina em
combinacao com os filtros UV aumentou o FPS clinico de 7.30 + 0.60 para 12.37
+1.13, 0 que representa cerca de 70% de aumento. Os resultados encontrados
provam que a rutina em combinacdo com outros filtros pode aumentar
significativamente o valor do FPS e que a mesma é segura para uso clinico.

Palavras-chave: Rutina. Flavonoide. Fotoprotetor bioativo. FPS. Fotoprotecao.
UVB. Antioxidante.
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ABSTRACT

TOMAZELLI, L.C. Bioactive sunscreens containing rutin, octyl dimethyl
PABA and avobenzone: physicochemical, functional and clinical
characterization. 2017. 110f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Unprotected chronic exposure to solar radiation can contribute to premature skin
cancer and sunscreens are a key factor to avoid those detrimental effects.
Currently, there is a growing interest in the photoprotector and antioxidant
potential of bioactive substances, such as rutin, that could help to increase the
SPF value and add multifunctional characteristics to the formulations. Recent in
vitro findings indicated that rutin, when incorporated in oil-in-water
photoprotective emulsions can provide antioxidant activity and SPF increase.
However, clinical studies are fundamental to determine this activity duo to in vitro
methodology lack of repeatability and correlation between the in vivo data,
especially when the analyzed formulas contain antioxidant substances. The aim
of this study was to evaluate for the first time to date the rutin in vivo SPF and
clinical safety by comparing sunscreens formulations containing rutin 0.1% (w/w),
butyl methoxydibenzoylmethane 3.0% (w/w) and octyl dimethylPABA 8.0% (w/w)
with a similar bioactive-free preparation. Additionally, skin hydration, in vitro SPF
and in vitro antioxidant activity of rutin, in association with the UV filters were
investigated. The safety profile of the formulations under sun-exposed skin
conditions qualified the formulas for clinical efficacy assays. DPPH test confirmed
rutin antioxidant properties, demonstrating about 40% increase in radical
scavenging potential when the bioactive compound was present. Rutin in
combination with the UV filters increased the clinical SPF from 7.30 + 0.60 to
12.37 £ 1.13, representing about 70% growth in the SPF value. The results
obtained proved that rutin in combination with UV filters can improve the SPF
value significantly and is safe for clinical use.

Key-words: Rutin. Flavonoid. Bioactive sunscreen. SPF. Photoprotection. UVB.

Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

O céancer de pele € o tipo de cancer mais comum no Brasil, sendo
responsavel por 30% dos casos da doenca registrados no pais. Apenas no ano
de 2016 foram estimadas 175.760 novas incidéncias (INCA, 2017). Para evitar
os efeitos deletérios da exposicao a radiacdo solar, devem ser utilizados roupas,
chapéus, o6culos escuros e formulacdes fotoprotetoras. As formulacdes
fotoprotetoras, de uso tépico, constituem uma estratégia de protecdo ja
estabelecida e adotada pela maior parte da populacéo. E importante que essas
formulacbes sejam capazes de garantir a defesa contra um amplo espectro de
radiacao ultravioleta. Elas podem ser compostas por filtros quimicos (organicos),
fisicos (inorganicos) ou por uma combinacao dos dois. (CESTARI et al, 2012).

O desenvolvimento de fotoprotetores de amplo espectro utilizando
menores concentracfes de filtros quimicos aumenta a seguranca clinica das
formulacdes sob condigdes normais de uso (SCHLUMPF et al., 2004). Os riscos
relacionados aos filtros quimicos incluem a possibilidade de irritacdes, reacdes
alérgicas ou até o risco de permeacdo cutdnea. Por essas razdes, ha um
interesse crescente pelo potencial fotoprotetor e antioxidante das chamadas
substancias bioativas, consideradas alternativas mais seguras. Sua utilizacéo
poderia aumentar o valor do FPS e adicionar caracteristicas multifuncionais as
formulacoes (KOCKLER et al., 2012). Entre os compostos naturais utilizados em
formulacbes cosméticas, destaca-se a familia de moléculas conhecida como
flavonoides. O espectro de absorcao de radiacdo UV dos flavonoides apresenta

dois picos: o primeiro entre 240 e 280nm, e o segundo entre 300 e 550nm,



evidenciando seu potencial fotoprotetor (CHOQUENET et al., 2009; MATSUI et
al.,2009).

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) € um flavonoide com significativa
atividade antioxidante. Estudos recentes in vitro indicaram que, se incorporada
a emulsbes 6leo-em-agua contendo benzonfenona-3 e avobenzona, a 0,1%
(p/p), a rutina eleva 40 vezes a atividade antioxidante da formulacdo. Ademais,
foi obtido aumento no valor do SPF de 24 para 33, o que demonstrou haver
influéncia da rutina, também, na protecdo anti-UVB. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o potencial fotoprotetor da rutina (SPF) in vitro e in vivo, por
meio da comparacao entre duas formula¢des: uma contendo rutina a 0,1% (p/p),
avobenzona 3.0% (p/p) e octil dimetil PABA 8.0% (p/p), e outra preparacéo

similar sem o composto bioativo (YANG et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Radiacao ultravioleta

As reacOes causadas pela luz do sol na pele sao diversas e podem ser
positivas (como producgéo de vitamina D e liberagéo de endorfina) ou negativas
(como envelhecimento da pele e cancer) (RADICE et al., 2016). Elas dependem,
entre outros fatores, da intensidade da radiagéo e de seu comprimento de onda,
assim como do tipo de pele de cada individuo. Além disso, a dose de energia
recebida depende do tempo de exposicdo, da proximidade do sol e da
comprimento de onda da radiagao recebida (quanto maior o comprimento de
onda, maior o grau de penetracdo na pele). (SCHALKA et al., 2014)

A radiacdo UV abrange a faixa de comprimento de onda de 100 a 400 nm
e pode ser dividida em UVC (100 a 280 nm), UVB (280 a 315 nm), e UVA (315 a
400 nm). A radiacdo UVC é filtrada pela atmosfera e ndo chega a atingir a superficie
terrestre. (OLIVEIRA, 2015)

A radiacdo UVB, apesar de compreender apenas cerca de 5% da radiacéo
UV total que atinge a superficie terrestre, é responsavel pela maioria dos eventos
fotobiologicos agudos e crénicos quando absorvidos pela epiderme, tais como:
distarbios de pigmentacdo, eritema, degeneracdo das fibras elasticas,
imunossupressao e fotocarcinogénese, entre outros. A radiacdo UVA penetra
mais profundamente a pele, comprometendo gradativamente a integridade das
fiboras de elastina e colageno da derme, sendo responsavel pelo foto-
envelhecimento e, também, pela inducéo precoce de cancer (FLOR; DAVOLOS;
CORREA, 2007). Dentre os efeitos causados pela exposi¢édo a radiacédo UV,

citam-se os danos aos lipideos e proteinas estruturais (queratina, colageno e



elastina) presentes na epiderme e derme; estas modificacdes sédo as principais
responsaveis pelo aparecimento de rugas, sardas e perda da elasticidade,
caracteristicas do foto-envelhecimento cutaneo (LEVI, 2013).

A radiacdo UV é também um dos principais fatores exdgenos
responsaveis pela geracdo de radicais livres. Enquanto a radiacdo UVB causa
danos diretos ao DNA celular, a radiagdo UVA causa danos indiretos,
envolvendo modificacdes em bases puricas e pirimidicas por meio da formacéo
de EROs, levando a mutacdes e neoplasias (CHEN; HU; WANG, 2012).

Ainda que a eficiéncia do sistema antioxidante enddgeno seja
reconhecida, em condi¢cdes adversas, incluindo exposicdo a radiacdo UV, tais
defesas podem ser esgotadas, levando ao estresse oxidativo. Nestes casos, a
complementacdo com antioxidantes de origem exdgena, como 0S compostos
bioativos, se torna de fundamental importancia (CAROCHO; FERREIRA, 2013;
CHEN; HU; WANG, 2012).

No Brasil, o cancer de pele € o mais frequente entre os canceres, segundo
dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA). Sua
ocorréncia esta intimamente relacionada a exposicéo solar desprotegida, seja
pela auséncia de vestimentas adequadas ou ndo aplicacdo de produtos
cosmeéticos fotoprotetores (INCA, 2015). Em termos globais o cancer de pele
também representa um grande preocupacao, pois sua incidéncia vem crescendo
e a idade de incidéncia vem diminuindo. Além de prejudicar a saude da
populacdo mundial, os efeitos da exposi¢do solar excessiva também provocam
um impacto negativo na economia, pois bilhdes de ddlares sdo gastos
anualmente em tratamentos de céancer de pele e foto-envelhecimento.

(MYDLARZ; WEBER; KUPFERMAN, 2015).



2.2. Protecdao solar

O organismo humano apresenta mecanismos de protecdo enddgenos
contra a radiacdo UV. A principal defesa sdo os croméforos, moléculas
responsaveis pela conversao da energia absorvida em calor, com destaque para
a melanina e acidos nucleicos. Adicionalmente, sdo citados a remocédo de
radicais livres por antioxidantes enddgenos e o espessamento da camada
cornea como defesas complementares e efetivas no combate aos efeitos
deletérios da radiacdo UV (JANSEN et al., 2013).

Mas a protecédo enddgena da pele, embora fundamental, € insuficiente em
casos de exposicdo excessiva a radiacdo UV. Por este motivo, medidas
fotoprotetoras adicionais devem ser adotadas, como 0 uso de roupas e
acessorios (chapéus, 6culos escuros e guarda-sois) para o bloqueio fisico da
radiacdo UV e, principalmente, a aplicacdo diaria e correta de formulactes
fotoprotetoras, reconhecidas como a medida profilatica mais eficiente no
combate aos maleficios causados por essa radiacdo (CESTARI; OLIVEIRA;
BOZA, 2012).

A conscientizacdo da populacdo mundial quanto aos efeitos deletérios da
radiacdo solar vem aumentando e desencadeando a pesquisa por medidas
efetivas de fotoprotecdo. Este fato, alinhado as inovacdes propostas pela
Indastria Cosmeética, tornou o uso de protetores solares parte integrante do dia-
a-dia de grande parte da populagéo, seja em sua forma tradicional ou associado
a produtos cosméticos diversos, como maquiagens e hidratantes (TANNER,

2006).



Os filtros ultravioleta (filtros UV) s&@o os ingredientes presentes nas
formulacdes fotoprotetoras e que apresentam a capacidade de interagir com a
radiacdo incidente através de 3 mecanismos basicos: reflexdo, dispersédo e
absorcdo. Podem ser divididos em fisicos (inorganicos) ou quimicos (organicos).
(SCHALKA; REIS, 2011)

Os filtros inorganicos séao particulas de 6xidos metalicos capazes de
refletir ou dispersar a radiacdo incidente. Suas principais qualidades sdo a baixa
permeacdo cutanea e a elevada foto-estabilidade, ou seja, sua capacidade de
manter a capacidade fotoprotetora mesmo apos longos periodos de radiacao
solar (SCHALKA; REIS, 2011). Estes compostos encontram-se dispersos nas
formulacdes e sdo os principais responsaveis pela opacidade e coloracao branca
dos fotoprotetores. Por esse motivo a sua aceitacdo cosmética € baixa.
(SAMBANDAN; RATNER, 2011).

Os filtros quimicos sao compostos essencialmente aromaticos
conjugados com grupos carboxilicos e, geralmente, possuem um grupo doador
de elétrons como, por exemplo, uma amina ou metoxila na posi¢éo orto ou para
do anel aromatico que absorvem a radiacdo em diferentes regiées espectrais
(UVA ou UVB). Para acao fotoprotetora efetiva, atualmente, sdo associados pelo
menos dois tipos de filtros quimicos, objetivando ampliar a absor¢ao da radiacao
UV nos intervalos UVB e UVA (MAIER et al., 2001; BERNEBURG et al., 1999;
SHAATH, 1997; GIOKAS; SALVADOR; CHISVERT, 2007).

O desenvolvimento de fotoprotetores de amplo espectro, utilizando
concentracdes reduzidas de filtros quimicos, favorece a seguranca clinica das
formulagbes nas condicbes normais e previsiveis de uso. Tal tendéncia é

ocasionada pelo risco de reacdes alérgicas ou irritativas e pela possibilidade de



permeacdo cutanea dos compostos ativos. (SCHLUMPF et al., 2004; MAIER,;
KORTING, 2005).

Embora diversas moléculas possuam caracteristicas promissoras, efeitos
como a permeacao cutanea, seguranca, foto-instabilidade e aceitabilidade
cosmeética de determinados filtros ainda impedem seu uso em formulacfes
cosmeéticas, seja na forma isolada ou em associacdo com demais compostos
(KOCKLER et al., 2012).

Visando contornar os efeitos responsaveis por diminuir a adesdo dos
consumidores ao uso diario de fotoprotetores, novas abordagens tem aparecido
no desenvolvimento das formula¢gdes, com destaque para o uso de substancias
naturais, o emprego da nanotecnologia e a sintese de novos filtros organicos
(SAMBANDAN; RATNER, 2011). Pesquisas nessa area desenvolvem moléculas
novas ou descobrem potenciais de uso para substancias nao utilizadas
tradicionalmente para esta finalidade (SCHLUMPF et al., 2004; MAIER;
KORTING, 2005).

A legislacao norte-americana (FDA) classifica os protetores solares como
medicamentos ndo prescritivos e relaciona 16 substancias aprovadas como
filtros UV, bem como suas concentraces maximas permitidas em formulacdes
fotoprotetoras. (UNITED STATES, 2016)

No Brasil, € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) quem
classifica os protetores solares como produtos cosméticos e apresenta a relacao
de filtros ultravioleta permitidos, contendo ao todo 38 ingredientes ativos (Tabela
1) (BRASIL, 2016).

E importante ressaltar que apesar de alguns estudos terem demonstrado 0s

efeitos negativos dos fotoprotetores (como casos de dermatite de contato, absorcéo



sistémica e alteracdes na sintese de vitamina D), ha consenso de que 0s seus
beneficios superam os inconvenientes e, portanto, seu uso deve ser amplamente
incentivado por politicas de saude publica. (LAUTENSCHLAGER; WULF;

PITTELKOW, 2007; SCHALKA et al., 2014).

2.2.1. Avaliacéo da eficacia fotoprotetora

E possivel dividir os métodos de avaliacdo de eficacia fotoprotetora em
dois grandes grupos:

o Métodos in vivo: métodos que avaliam um “end point” biolégico (o estagio
final apds uma reagéo bioldgica estar completa) causado pela radiacao solar,
verificando a capacidade da formulacao de impedir ou adiar o evento. Pode ser
considerado um método ideal caso o evento bioldgico observado seja relevante,
de facil observacdo e com medicdes de alta reprodutibilidade e repetibilidade.

o Métodos in vitro: utilizando culturas celulares ou reagentes especificos, 0s
métodos in vitro sdo uma alternativa para avaliar alteracdes moleculares ou
celulares provocadas por radiacdo solar em condi¢cdes especificas. Sdo por
vezes associados ao uso de espectrofotometria, devido a capacidade dos filtros
de refletirem ou absorverem radiacdo. (SCHALKA et al., 2014)

A quantificacdo da eficacia de uma formulacédo fotoprotetora depende da
definicdo de qual efeito da radiacao se quer evitar. A primeira metodologia a ser
desenvolvida e validada para medir a eficacia de um protetor solar foi o FPS
(Fator de Protecao Solar, ou SPF na sigla em inglés). O FPS é uma metodologia
que quantifica a protecdo oferecida contra o eritema (queimadura de sol).

(SCHALKA; REIS, 2011)



O valor do FPS consiste na razdo entre a dose eritematégena minima
(DEM) para a pele protegida e a DEM para a pele ndo-protegida. A DEM ¢é
definida como a quantidade de energia emitida por um simulador solar UV
(expressa em Joules/cm?) requerida para a producdo da primeira reacéo

eritematdgena perceptivel e com bordas claramente definidas.

FSP = DEM (pele protegida) / DEM (pele nao-protegida)

O espectro gerado pelo simulador solar UV deve ser filtrado para propiciar
emissao no intervalo de 290 a 400 nm (ou seja, radiacdes UVB e UVA), com
limite de 1500 W/m?2. Como o eritema é uma reagéo causada principalmente pela
radiacdo UVB, o FPS nao é considerado um teste adequado para avaliar o efeito
da radiacdo UVA.

E preciso ressaltar que apesar da metodologia para determinacéo do
Fator de Protecéo Solar (FPS) dessas formulacdes ter sido validada e publicada
na literatura, esse valor ndo representa a protecao real fornecida aos usuarios.
Diversos estudos demonstraram que ha significativas diferencas entre os
resultados obtidos em laboratério e a performance dos protetores solares na
pratica, principalmente devido a diferenca na quantidade de produto aplicada.

Os usuarios aplicam geralmente apenas 30-50% da quantidade
recomendada de produto (2mg/cm2), causando uma reducdo exponencial no
valor do FPS obtido. (SCHALKA et al., 2014)

Dessa forma, apesar do Fator de Protecao Solar ser ainda considerado a
principal informacdo acerca da eficacia fotoprotetora de um filtro solar, sua

interpretacdo ndo deve ser baseada somente no valor numérico em si, devendo-



10

se também considerar a adequada forma de uso do produto, em termos de
quantidade aplicada e regularidade na reaplicacdo. Além disso, na escolha de
um agente fotoprotetor devem ser levados em consideracdo os dados relativos
a substantividade (resisténcia a  agua), protecao UVA e
fotoestabilidade. (SCHALKA; REIS, 2011)

O principal parametro para avaliar o nivel de protecdo contra radiacao
UVA é o UVA-PF (ou PPD, Persistent Pigment Darkening). O UVA-PF possui
metodologias validadas in vivo ou in vitro. De forma analoga ao SPF, no ensaio
PPD mede-se a energia necessaria para causar pigmentacao visivel na pele de
voluntarios expostos a radiacdo UVA (chamada dose minima de pigmentacéo
persistente, ou MPD na sigla em inglés).

O melhor parametro para avaliar a protecdo que uma formulagéo fornece
em amplo espectro é o comprimento de onda critico. Esse parametro deve ser
definido com a utilizacdo da técnica de espectrofotometria, a partir da curva
espectral da formulacdo para irradiacdo no intervalo de 290-400nm. O
comprimento de onda critico é o valor para o qual a area integrada sob a curva
corresponde a 90% da area total entre 290 e 400nm. (SCHALKA et al., 2014,
OLIVEIRA, 2015)

As analises in vivo preconizadas pelos 6rgaos de referéncia internacionais
(FDA, COLINA) sdo empregadas e aceitas por diversos paises, mas sao
complexas e de custo elevado, pelo fato de envolverem tecnologia onerosa,
contratacdo de técnicos especializados e emprego de voluntarios humanos.
Geralmente s&o utilizadas apenas na etapa final do desenvolvimento das
formulacbes fotoprotetoras. Durante o processo de desenvolvimento s&o

priorizados os métodos in vitro, cujas principais vantagens sao: diminuicdo do
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risco (ndo expde voluntarios), rapidez de execucdo, custo acessivel,
reprodutibilidade, facilidade para treinar operador. (TANNER, 2006; PEDRIALLI,
2012)

A Legislacdo Brasileira considera que uma formulacdo pode ser
classificada como fotoprotetora apenas se apresentar FPS acima de 6, com
comprimento de onda critico acima de 370 nm, e UVA-PF equivalente a, no

minimo, 1/3 do FPS (BRASIL, 2012).

2.3. Estresse oxidativo e atividade antioxidante

Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons livres
desemparelhados, o que 0s torna extremamente instaveis e propensos a reagir
com outros compostos. Podem ser formados a partir do oxigénio (EROs —
Espécie Reativa de Oxigénio), nitrogénio (ERNs) e enxofre (ERES). No corpo
humano podem ser produzidos por via endégena (mitocondrial) ou exdgena.
Entre os fatores que promovem a formacao de radicais livres por via exégena,
destacam-se a radiacdo UV, o ozb6nio, a poluicdo, os solventes industriais, o
fumo. (CAROCHO; FERREIRA, 2013)

O equilibrio entre a producdo e a neutralizacdo dos EROs pelos
antioxidantes é bastante delicado. Quando a producdo dessas espécies €
considerada excessiva, as células sofrem o que se chama de estresse oxidativo.
(CAROCHO; FERREIRA, 2013)

Entre os efeitos do estresse oxidativo estédo a peroxidacéo dos lipidios de
membrana e a agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA. Dessa forma, o excesso de radicais livres encontra-se

relacionado com varias patologias, tais como artrite, choque hemorragico,
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doencas do coracao, catarata, disfuncdes cognitivas, cancer e AIDS, podendo
ser a causa ou o fator agravante do quadro geral. (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). Também esta diretamente relacionado ao fotoenvelhecimento. (CHEN;
HU; WANG, 2012)

O radical hidroxila € o mais deletério dos radicais livres ao organismo, pois
devido a sua meia-vida muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo.
Estes radicais freqientemente atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio
e por adicdo a insaturacdes. Nos experimentos de laboratorio a hidroxila pode
facilmente ser sequestrada in vitro por inUmeras moléculas, devido a sua alta
reatividade. No entanto, para que os resultados in vitro se reproduzam in vivo, €
necessario ministrar alta concentracdo do antioxidante para que este alcance o
local onde o radical hidroxila esta presente em concentracdo suficiente para
suprimi-lo. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O radical hidroxila é formado no organismo principalmente por dois
mecanismos: reacdo de H202 com metais de transicdo (como a reacnhao de
Fenton) e homdlise da agua por exposicao a radiacao ionizante (a incidéncia de
radiacdo no ultravioleta pode produzir o radical nas células da pele). O ataque
intensivo e frequente deste radical pode originar mutacbes no DNA.
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O organismo humano apresenta defesas proprias (ditas endégenas) para
combater o estresse oxidativo provocado pelos radicais livres. Essas defesas
podem ser classificadas em enzimaticas e ndo enzimaticas (ou
micromoleculares). Dentre as principais enzimas, tem-se a glutationa peroxidase
e a catalase, responsaveis pela eliminacdo de peroxido de hidrogénio; e a

superéxido dismutase, responsavel pela conversdo do anion superdxido em



13

peréxido de hidrogénio, para posterior degradacdo pelo sistema catalase-
superoéxido dismutase. (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Dentre as defesas ndo enzimaticas, citam-se compostos antioxidantes
produzidos pelo organismo, como a vitamina A e a coenzima Q10. Apesar da
eficiéncia das defesas endogenas, elas muitas vezes ndo sao suficientes para
combater o excesso de radicais livres. Nesses casos a complementacéo pode
ser feita através da ingestdo de alimentos ou da aplicacéo topica de produtos
ricos em antioxidantes. Entre esses antioxidantes que podem ser obtidos de
forma exdgena, destacam-se as vitaminas C e E (CAROCHO; FERREIRA, 2013.

CHEN; HU; WANG, 2012; KOHEN, 1999; MASAKI, 2010).

Figura 1: Radicais livres de oxigénio e a cadeia de rea¢6es envolvida no

estresse oxidativo (PERES, 2015)
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A utilizacao dos protetores solares tradicionais, mesmo quando aplicados
de maneira adequada, ndo é suficiente para prevencdo contra o estresse
oxidativo causado pelos radicais livres gerados pela radiacdo UV (ZHANG et al.,

2010). Haywood e colaboradores (2003) demonstraram, por espectroscopia do
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spin eletrbnico de excisados de pele obtidos por cirurgia plastica, que protetores
solares, ainda que apresentassem amplo espectro de protecdo, reduziram a
formacdao de radicais livres em apenas 55%, apds exposicéo dos estratos de pele
a radiacdo UV artificial. Por este motivo, uma alternativa para o aumento da
concentracdo de antioxidantes na pele € a administracdo topica, que permite o
aumento do tempo de meia vida das moléculas, protegendo a pele de forma mais
efetiva dos maleficios da radiacdo UV. (HAYWOOD et al., 2003)

A combinacao de antioxidantes com filtros solares se apresenta promissora
porgue 0s compostos agiriam de forma sinérgica, por mecanismos diferentes e
complementares (ou seja, constituiriam formulacées multifuncionais): enquanto os
filtros atuariam na superficie da pele, absorvendo ou refletindo a radiacdo UV, os
antioxidantes poderiam atuar tanto na superficie (absorvendo radiacdo UV) quanto
em camadas mais profundas da derme e epiderme (combatendo o estresse
oxidativo), fornecendo, portanto, protecdo solar muito mais completa (PERES,
2015).

Antioxidantes sintéticos, especialmente as moléculas BHA e BHT, foram
desenvolvidos visando especialmente a industria alimenticia. Esses compostos séo
adicionados a quase todos os tipos de alimentos processados, a fim de conservar
suas propriedades e aumentar sua “tempo de prateleira”. Porém, estudos realizados
a respeito da seguranca desses compostos sdo contraditorios, 0 que aumenta o
interesse no potencial antioxidante de compostos naturais (CAROCHO;
FERREIRA, 2013). Pelo fato de diversos antioxidantes naturais ja fazerem parte da
dieta humana, eles e seus metabdlitos raramente provocam reacdes alérgicas ou

irritativas. (STEVANATO; BERTELLE; FABRIS, 2014)
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Entre os grupos bioativos que tem sido intensamente estudados para
acrescentar protecdo antioxidante aos filtros UV, destacam-se os compostos
fendlicos, polifendlicos e flavonoides. Atualmente considera-se que a melhor
abordagem na protecdo contra radiacao solar inclui filtros UV, com utilizacdo
topica de antioxidantes em suas formulas e inclusdo de compostos antioxidantes
na dieta.

Contudo, apesar do grande potencial da combinacéo de antioxidantes com
filtros solares, diversas questdes de carater técnico precisam ainda ser resolvidas.
E necessario que os antioxidantes estejam presentes na formulacao final de forma
estavel, em alta concentracao e com alto nivel de atividade antioxidante. Além disso,
a formulacéo idealmente deve permitir que os antioxidantes penetrem na pele até
um certo grau, a0 mesmo tempo que evita a penetracao dos filtros solares. E por
fim, ha requisitos cosméticos, que podem dificultar a utilizacdo de alguns compostos
em funcdo de sua coloracdo. (CHEN; HU; WANG, 2012; WANG; BALAGULA;

OSTERWALDER, 2010).

2.3.1. Avaliacédo da atividade antioxidante

Existem hoje diversos métodos para a avaliar a atividade antioxidante de
uma substancia, cada um com seu respectivo mecanismo de agao, vantagens e
desvantagens. Para a selecdo do método antioxidante ideal, alguns fatores
devem ser avaliados, como a funcdo do antioxidante na formulag&o (inibir
radicais livres, por exemplo); a localizagdo do antioxidante no sistema em

avaliacdo (fase aquosa ou oleosa); e os possiveis interferentes (substancias na
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matriz da formulacdo com absorcao proxima ao comprimento de onda de analise,
por exemplo). (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A técnica de tape stripping, que permite a obtencao e estudo do estrato
corneo da pele, se apresenta como metodologia promissora O estrato cérneo
representa a parte mais externa e a principal barreira da pele, controlando a
entrada de substancias externas ou a excrecdo de substancias enddgenas.
Dessa forma, muitos estudos dermatologicos sédo focados no estudo dessa
camada, inclusive estudos voltados ao desempenho de protetores solares.
(ALONSO et al., 2009; LADEMANN et al., 2009).

O tape stripping consiste na aplicacdo topica de formulagbes em
voluntarios, seguida de sucessiva remoc¢ao das camadas de células do estrato
corneo, a partir da mesma area de pele, utilizando fitas adesivas. Sabendo-se
gue substancias de uso topico atingem a epiderme e a derme ap0s a sua
distribuicdo pelo estrato coérneo, é possivel correlacionar a concentracdo da
substancia retida na camada cOrnea com a capacidade de penetracdo dos
compostos (LADEMANN et al., 2009; SHAH; GLYNN; YACOBI, 1998).

O método de aplicacdo das formulacbes, a pressao exercida pelo
avaliador no momento em aplicar as fitas na pele do voluntario e a rapidez com
gue as fitas sdo removidas sdo algumas das variaveis extrinsecas que podem
influenciar no resultado da andlise, e deve-se procurar padroniza-las quando
possivel. As caracteristicas individuais da pele dos voluntarios, assim como a
disposi¢do dos cornedcitos (maior ou menor coesdo entre eles) e o grau de
hidratacdo cutadneo apresentam-se como variaveis intrinsecas (LADEMANN et

al., 2009).
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Entre as vantagens do tape stripping, destaca-se o fato de ser uma técnica
simples, pouco invasiva, e que provoca desconforto minimo aos voluntéarios.
Pode ser associada a uma metodologia in vitro para avaliacdo de atividade
antioxidante, submetendo apenas o estrato cOrneo removido nas fitas a
irradiacdo UV (ALONSO et al., 2009). Dessa forma, reduz-se a exposi¢cao dos

voluntarios a irradiacao.

2.4. Flavonoides

Polifenodis de origem vegetal sdo uma conhecida classe de poderosos
antioxidantes. Esses compostos podem ser encontrados virtualmente em todos
os alimentos de origem vegetal, frequentemente em alta concentracao, e incluem
fendis, acidos fendlicos, flavonoides, taninos e lignanas (PIETTA, 2000).

Os flavonoides séo encontrados em uma variedade de espécies vegetais
e apresentam uma rica diversidade estrutural, sendo que mais de oito mil
flavonoides ja foram caracterizados. Flavonoides e seus glicosideos atuam nos
vegetais como antioxidantes hidrofilicos, antimicrobianos, fotorreceptores,
atratores visuais, catalisadores, e como filtros da radiacdo UV, além de atuarem
como substrato na protecao dos tecidos apds agressao fisica (HAN et al, 2012;
HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

A estrutura quimica basica de um flavonoide consiste em trés anéis formados
por 15 atomos de carbono, sendo dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano

(C6C3C6). (PIETTA, 2000; ALVES et al., 2007; HARBORNE; WILLIAMS, 2000).
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Figura 2: Estrutura basica de um flavonoide (PIETTA, 2000)

Ha& variedade enorme de flavonoides descobertos e estudados em extratos
vegetais. Essa variedade se deve ao fato de que a estrutura basica dos flavonoides
pode sofrer modificacdes quimicas, como: hidroxilagdo, metilacéo e glicosilacao,
entre outras. Os flavonoides séo subdivididos em classes de acordo com o nivel de
oxidacdo e os substituintes no anel C (figura 2). Os flavonoides sé&o importantes
componentes da dieta humana, e no corpo humano possuem atividade
antioxidante, antimicrobiana, antiviral, antineoplasica, antiulcerosa, anti-
inflamatdria, inibitéria enzimatica e antialergénica, entre outras (ALVES et al., 2007;
BEHLING et al.,, 2004; DORNAS et al.,, 2008; HARBORNE; WILLIAMS, 2000;

LOPES et al., 2000, PIETTA, 2000).
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Tabela 1: Principais subclasses dos flavonoides (ACKER et al.,1996)

Flavonoides Fontes
Sub-classes Cor
representativos alimentares
Azul, vermelho e
Antocianidina Cianidina Frutas e flores
violeta
Catequinas, Macas, cha,
Flavanol Incolor e amarelo epicatequinas cerveja, sucos
procianidina deuva e vinho
Hisperidina,
Flavanona Incolor e amarelo Frutas Citricas
Naringenina
Cereais, futas,
Flavona Amarelo claro Apigenina, Luteolina
flores, vegetais
Cebolas,
Miricetina, quercetina e | macas,cha,
Flavonol Amarelo claro
rutina tomates, trigo
sarraceno
Legumes
Isoflavona Incolor Genisteina, Diizeina

(derivados da soja)

De modo geral, os flavonoides possuem uma estrutura que favorece o

sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e

E. Essa atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode

ser determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de

hidrogénio e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente

a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicao e solubilidade

e interagcdo com as membranas. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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A atividade de sequestro esta diretamente ligada ao potencial de oxidac&o
dos flavonoides e das espécies a serem sequestradas, sendo que quanto menor
o potencial de oxidacao do flavonoide, maior é sua atividade como sequestrador
de radicais livres. Flavonoides com potencial de oxida¢do menor que o do Fe*3 e
Cu*? e seus complexos podem reduzir esses metais, sendo potencialmente
prooxidantes, tendo em vista que o Fe*? e o Cu* participam da reacéo de Fenton
geradora de radicais livres. (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; HAN et al.,
2012)

O dultimo fator importante que influencia a atividade antioxidante dos
flavondides é a sua interacdo com as biomembranas. A lipofilicidade do
flavondide indica a incorporacdo desse pela membrana, que € alvo da maioria
dos radicais livres de oxigénio e nitrogénio. Flavonoides que possuem uma
cadeia de acucares ligada em sua estrutura sdo muito polares, ndo sendo
assimilados pela membrana, porém, nesta forma eles podem ser armazenados
em vesiculas, possuindo um tempo maior de permanéncia no organismo. Os
flavonoides que sdo assimilados pelas membranas exercem a funcédo de
moduladores de fluidez. Restringindo essa fluidez os flavondides geram um
impedimento fisico para a difusdo das ERO e ERN, de modo que decresce a
cinética das reacfes responsaveis pelo estresse oxidativo. (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Muitos compostos polifendlicos naturais sdo pigmentados (tipicamente
amarelos, vermelhos ou roxos) e absorvem radiagéo UV. (NICHOLS; KATYIAR,
2010) De forma geral, o espectro de absor¢cao UV dos flavonoides gera dois picos
maximos de absor¢éo, sendo um deles entre 240 e 280 nm e o outro entre 300 e

550 nm, evidenciando a possibilidade do emprego de flavonoides como moléculas
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fotoprotetoras em potencial (BOBIN et al., 1995; SOUZA et al., 2005; VIOLANTE et

al., 2008; STEVENATO; BERTELLE; FABRIs, 2014).

2.4.1. Rutina

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) € um flavonoide pertencente a classe
dos flavondis. Entre os alimentos que possuem rutina podemos citar as frutas, o
trigo sarraceno e algumas bebidas derivadas de vegetais, como vinho e cha verde.
Devido a sua intensa atividade antioxidante, a rutina é utilizada na industria
alimenticia, na prevencao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e da
fragilidade ou permeabilidade capilar, além de ser empregada na prevencao aos
danos causados pela radiacdo UV. (GUARDIA et al., 2001; YANG et al., 2007;
VELASCO et al., 2008a; BABY et al., 2008). Diversos estudos também indicam que
a rutina pode ser atil no combate a certos tipos de cancer (pulmonar, hepatico,
leucemia, entre outros). (GANESHPURKAR; SALUJA, 2017).

No Brasil, a rutina € extraida da fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth),
uma espécie arborea, de ampla adaptacédo aos terrenos secos do cerrado nos
estados do Para , Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso
do Sul e na Caatinga Nordestina. A maior parte da producédo € destinada ao
mercado externo. A producdo de rutina a partir de fava d’anta correspondia, em
2000, a cerca de 50% da producédo mundial. (GOMES; GOMES, 2000.)

A rutina possui massa molar de 610,5175 g/mol e apresenta quatro
constantes de dissociacdo, correspondentes a desprotonacdo das hidroxilas nas
posicdes: 4’-OH; 7-OH; 3-OH, 5-OH, em ordem de ocorréncia de perda de H+,
conforme variagéo do valor de pH do meio (PIETTA, 2000). Os valores de pKa, que

descrevem a capacidade relativa para cada centro acido de ioniza¢do da molécula,
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variam de acordo com a literatura. Segundo Mielczarek, 2005, as constantes de
dissociacdo da rutina apresentam os seguintes valores: pK1 = 7,35 + 0,02; pK2 =
8,8+ 0,10; pK3 =11,04 £ 0,10; pK4 =11,9 + 0,10 (MIELCZAREK, 2005; HOWARD;

WENDER, 1952).

Figura 3: Representacdo esquematica da formula estrutural da rutina

(BABY, 2007)

Quanto a sua solubilidade, a rutina apresenta baixa solubilidade em agua
(0,125 g/L) e em meios lipofilicos, sendo seu log P aproximadamente 0,64. Tal
evidéncia dificulta a permeacéo do flavonoide através de membranas biolégicas e
diminui sua biodisponibilidade, limitando certas aplicacdes. (BALDISSEROTTO et
al., 2015; BABY, 2007).

O uso da rutina livre € adequado em filtros solares considerando sua
capacidade de absorcao de radiacdo e sua atividade antioxidante voltada para o
sequestro de radicais livres formados na superficie da pele pela acdo da radiacéo
ultravioleta. Para maximizar sua acao antioxidante nas camadas mais profundas,

entretanto, € necessario melhorar sua permeabilidade cutanea. Nesse sentido,
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diversos estudos recentes tem testado formas alternativas de incorporar a rutina
nas formulacdes. (BALDISSEROTTO et al., 2015; BABY, 2007).

Alguns pesquisadores desenvolveram substancias derivadas da rutina,
buscando conservar as propriedades de antioxidante, mas com solubilidade
(aquosa ou lipidica) superior. (PEDRIALI, 2012; BALDISSEROTTO et al., 2015).
Outros estdo estudando a utilizacdo da rutina através de sistemas particulados de
gelatina ou carreadores lipidicos nano-estruturados (KAMEL et al., 2015;
OLIVEIRA, 2015)

O alto potencial antioxidante da rutina é atribuido a trés mecanismos
distintos: os dois grupamentos hidroxilas em configuracéo orto no anel B (figura 2),
gue conferem estabilidade ao radical formado; a dupla ligacdo C2-C3 conjugada
com a funcao 4-oxo no anel C, responsavel pela deslocalizacdo eletrénica do anel
B e a presenca de hidroxilas nas posicdes 7 e 5 do anel A (LUE et al., 2010; YANG
et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015).

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos flavonoides ja foi feita por
diversos estudos (ARORA; NAIR; STRASBURG, 1998; YANG et al., 2008. HAN;
ZHANG; SKIBSTED, 2012; NICHOLS; KATYIAR, 2010). Yang e colaboradores
compararam a capacidade antioxidante da rutina com o &cido ascorbico e com
o BHT (hidroxitolueno butilado, um conhecido antioxidante utilizado
comercialmente). Ensaios in vitro indicaram que a atividade antioxidante da
rutina foi menor do que a do acido ascorbico nos ensaios com DPPHe, mas em
termos de peroxidacao lipidica a rutina obteve resultado superior as duas outras
substancias (YANG et al., 2008).

Afim de compreender melhor a relacdo entre a estrutura quimica da rutina

e sua atividade antioxidante, Lue e colaboradores, 2010, compararam a
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atividade antioxidante da rutina a de dois de seus ésteres (possuindo
grupamentos acila nos carbonos C12 e C16) e ao BHT. Foi constatado que, in
vitro, os ésteres estudados apresentaram poder redutor e habilidade quelante de
metais inferiores aos apresentados pela rutina, porém, semelhante atividade
sequestradora do radical livre DPPH-. (LUE et al., 2010) A capacidade quelante
da rutina e de outros flavonoides se deve primordialmente a presenca de
grupamento catecol, conforme indicado por Cherrak e colaboradores, 2016
(CHERRAK et al., 2016).

A rutina apresenta duas faixas de absorcdo na faixa do espectro ultravioleta:
a faixa I, de comprimentos de onda entre 320 e 385 (UVA) e a faixa Il,
compreendendo a banda de 250 a 285 (UVB). A absorcéo nessas faixas € uma
caracteristica geral do grupo dos flavonoides, pois é devida ao perfil espectral do
anel B (faixa I) e do anel A (faixa Il). (OLIVEIRA, 2015)

Por essa razdo, o potencial fotoprotetor da rutina vem sendo bastante
analisado na ultima década. Em estudo de Choquenet e colaboradores, 2008,
verificou-se que a rutina presente em concentracao de 10% (p/p) em emulsdes do
tipo 6leo em agua foi capaz de apresentar fator de protecéo solar (FPS) equivalente
ao do homossalato, reconhecido como filtro UVB. Também foi verificado o efeito
sinérgico da combinacdo da rutina com o dioxido de titanio, um filtro inorganico
(CHOQUENET et al., 2008).

Oliveira e colaboradores associaram a rutina aos filtros benzofenona 3 e
avobenzona (filtros UVA) em emulsdes 6leo-agua. O acréscimo da rutina nestas
emulsdes propiciou uma atividade antioxidante 40 vezes maior. A adigéo da rutina
também surtiu efeitos na melhora do desempenho fotoprotetor da formulagdo

contendo rutina a 0,1% (p/p) e Benzofenona 3 a 6% (p/p). Para esta formulacao,
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houve aumento do fator de protecdo solar (FPS), in vitro, de 24 para 33 (um
aumento de 54%) e foi observada prevencdo da foto-oxidacdo do filtro UVA.
Entretanto, a adi¢cdo da rutina a Avobenzona propiciou decréscimo do valor de FPS.
(OLIVEIRA et al., 2015).

Velasco e colaboradores associaram a rutina aos filtros p-metoxicinamato de
octila e benzofenona 3 e constataram elevacéo de FPS de 7,4 para 9,9, sendo que
a eficacia protetora da rutina foi dependente da presenca e da concentracdo dos
filtros empregados nas formulacdes. Verificou-se também que a rutina ndo
associada aos filtros, apresentou eficacia fotoprotetora quando comparada a
formulacéo controle (sem rutina e sem filtros) (VELASCO et al., 2008a).

Visando aumentar a solubilidade da rutina, Oliveira e colaboradores
desenvolveram sistemas particulados de gelatina contendo rutina. A atividade
antioxidante da rutina encapsulada foi 74% maior do que a da rutina livre. O teste
de FPS in vitro indicou aumento de 48% com a utilizacdo das nanoparticulas de
gelatina contendo rutina em combinacdo com os filtros EDPB, Benzofenona e
Avobenzona em relacao a formulacdo de controle (sem rutina). (OLIVERA et al.
2015)

Entretanto, em estudo realizado posteriormente por Oliveira e colaboradores,
verificou-se que os 6timos resultados obtidos pelas nanoparticulas de gelatina
contendo rutina no testes in vitro n&o se repetiram nos testes in vivo. (OLIVEIRA et
al. 2016)

Pela reviséo bibliografica apresentada, observou-se que os resultados dos
testes com combinagdes de rutina e filtros solares tradicionais em geral foram
promissores, mas ainda carecem de estudos mais aprofundados, e especialmente

de validag&o in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Esta pesquisa contemplou o preparo e a caracterizagdo fisica, fisico-
quimica e funcional (eficacia in vitro e clinica) de sistemas fotoprotetores
multifuncionais compostos pelos filtros solares avobenzona e octil dimetil
PABA, acrescidos do composto bioativo rutina. O carater de multifuncionalidade
das formulacdes foi evidenciado por meio da atividade fotoprotetora contra a
radiagdo UVB e pela caracteristica antioxidante da rutina, constatados por meio

dos testes in vivo e in vitro.

3.2. Objetivos especificos
I. Preparo e avaliagdo da estabilidade preliminar de formulagbes
fotoprotetoras bioativas multifuncionais compostas por octil dimetil PABA (filtro
organico UVB), avobenzona (filtro organico UVA) e rutina (composto bioativo),

associados ou nao.

ii. Determinacédo das caracteristicas organolépticas, fisicas e fisico-quimicas

das formulagdes fotoprotetoras.

iii. Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro das preparacoes.

iv. Avaliacdo da eficacia fotoprotetora in vitro (FPS estimado e comprimento
de onda critico) das formulacdes, por meio da espectrofotometria de refletancia

difusa com esfera de integragéao.
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v. Avaliagao da seguranga in vivo das formulagbes de melhor desempenho,
por meio dos ensaios de irritacdo cutanea primaria, irritacdo cutanea

acumulada, sensibilizacdo dérmica, fotoirritacdo e fotossensibilizacéo.

vi. Determinacdo da eficacia clinica das formulacbes de melhor
desempenho por meio da obtencédo do fator de protecéo solar (FPS) estatico

e da hidratacao superficial da pele.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
Os equipamentos (aparatos e dispositivos, entre outros) empregados na

presente pesquisa estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Equipamentos e afins utilizados nesta pesquisa

Equipamentos Marcas e modelos
Agitador mecanico IKA® RW 20n
Balanca analitica Shimadzu® AUY 220
B . N Gehaka® BG 4000 e Ohaus® ARD
alancas semi-analiticas 110
Banho termostatizado Nova Etica® N480
Banho de ultrassom Unique® UltraCleaner 1600A
Centrifuga Hitachi® RX2

Espectrofotdmetro de refletancia

®
difusa com esfera de integracao Labsphere™ UV 2000S

Eppendorf® 100-1000 pL e 1,0-

Micropipetas monocanal

10,0 mL
Placa de aquecimento IKA® HS7

Simulador Solar UVB Solar Light Co. Inc. Multiport® 601

— VA R
Sistema purificador de &gua Merck Millipore lell Q® Simplicity
Peagdmetro Quimis® Q400 AS
Termometro digital JProlab®
Viscosimetro rotativo Fungilab® ViscoStar R

As matérias-primas utilizadas estdo descritas no Quadro 2 e

apresentaram grau de pureza cosmético ou farmacéutico.
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Quadro 2: Matérias-primas utilizadas nesta pesquisa

Matéria-prima

) Nomenclatura INCI Fornecedor
(nome comercial)
BHT BHT Mapric®
Trlgllcerldgs_ de acido Caprylic Triglyceride PharmaSpecial®
caprilico
EDTA dissodico Disodium EDTA PharmaSpecial®
. Ammonium Acryloydimetyl Taurate/ .
Aristoflex VP copolymer PharmaSpecial®
. Phenoxyethanol (and) methylparaben .
Sistema conservante (and)ethylparaben (and) butylparaben PharmaSpecial®
Avobenzona Butyl methoxydibenzoylmethane PharmaSpecial®
Octil dimetil PABA Octyl dimethylPABA Fagron®
Rutina Rutin Fagron®

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

Os reagentes e solventes empregados durante as analises estdo

descritos no Quadro 3 e apresentaram grau de pureza analitico.

Quadro 3: Reagentes e solventes empregados

Material (nome quimico ou

) Nomenclatura INCI Fornecedor
comercial)
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl Sigma Aldrich®
Metanol Methyl alcohol Merck®

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

4.2. Preparacéo das formulacdes fotoprotetoras bioativas

Foram preparados oito sistemas emulsionados do tipo 6leo em agua (O/A),

contendo o filtro solar UVB octil dimetil PABA e o filtro solar UVA avobenzona,

acrescidos do composto bioativo rutina. A combinacdo de compostos, foi
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selecionada com base na aplicacdo e viabilidade econémica dos filtros solares
utilizados, bem como nas caracteristicas multifuncionais do composto bioativo, que
recentemente apresentou propriedades antioxidantes e de absorcdo da radiacéo
UVB em estudos in vitro (OLIVEIRA et al., 2015).

Os filtros solares, em suas maximas concentracbes permitidas pela
legislacéo vigente (3,0% p/p de avobenzona e 8,0% p/p de octil dimetil PABA),
foram combinados com 0,1% p/p do composto bioativo, valor passivel de
solubilizacdo em formulagBes fotoprotetoras com esta caracteristica e, também,
em concordancia com o relatado na literatura cientifica (VELASCO et al., 2008a
e 2008b). A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.. Descreve as formulacfes e s

uas respectivas composicoes.

Tabela 2. Composicédo Quantitativa (% w/w) e Qualitativa das formulacdes

Composicao* Fungao Procedéncia Cddigos das Formulagdes (% w/w)

FL F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
BHT Antioxidante Mapric® 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Caprylic Triglyceride Emoliente PharmaSpecial® 4.0 40 40 40 40 40 40 4.0
Disodium EDTA Quelante  PharmaSpecial® 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
A jum Acryloydi |
mmonium Acryloydimetyl o onte  PharmaSpecial® 4.0 4.0 40 40 40 40 40 40
Taurate/ VP copolymer
Phenoxyethanol (and)
methylparaben (and)
ethylparaben (and) Sistema —p  rmaSpecial® 075 075 0.75 0.75 0.75 0.75 075 0.75
butylparaben (and) conservante
propylparaben (and)
isobutylparaben
Bul FiltroUVA  PharmaSpecial® _ 30 30 3.0 3.0
methoxydibenzoylmethane
Octyl dimethyIPABA Filtro UVB Fagron® _ _ 80 80 _ _ 80 80
Rutin Composto Fagron® 01 _ 01 _ 01 _ o1

Bioativo

Aqua Vel’culo k% k% k% k% k% * % %k * %

*Composicdo quantitativa foi reportada de acordo com INCI (International Nomenclature of
Cosmetic Ingredient).

** Suficiente para completar 100%.
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As matérias-primas utilizadas nas formulacbes foram pesadas em
quantidades equivalentes em % (p/p) daquelas indicadas na Tabela 2 com o
objetivo de elaborar 100,0 g de preparagdo em balanca analitica Shimadzu® AUY

220.

Para a preparacdo das formulacdes, separaram-se as matérias-primas
em duas fases: aquosa e oleosa. Os sistemas emulsionados preparados foram
do tipo (O/A). Os filtros organicos, o composto bioativo rutina e o BHT foram
solubilizados com os triglicérides de acido caprilico e compuseram a fase oleosa.
Para solubilizacdo do composto bioativo, foi necessario o ajuste de pH para 9,5
-10 por meio da adicéo de trietanolamina. O EDTA foi solubilizado em agua (gsp)
para incorporacao do agente geleificante co-polimero do &cido sulfénico acriloil-
dimetiltaurato (e) vinilpirrolidona neutralizado, compondo a fase aquosa. Para
incorporacdo do polimero, utilizou-se o agitador mecéanico IKA® RW 20n em
agitacao vigorosa para a formagao de um gel de alta viscosidade. A fase oleosa
foi aquecida até 75°C e entdo adicionada na fase aquosa para formacédo da

emulsdo em agitacdo constante.

As formulagdes finais tiveram seu valor de pH ajustado para 6,5 - 7,5
(compativel com a pele) e entdo foram armazenadas em local ausente da
exposicdo a luz direta e a temperatura ambiente (23,0 £ 2,0°C). ApGs 24 horas
de repouso, foram observadas suas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor

e odor) e foram realizadas as medidas de pH e viscosidade aparente.
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4.3. Avaliacao Preliminar da Estabilidade

Apés o preparo, as formulacbes fotoprotetoras foram submetidas ao
Estudo de Estabilidade Preliminar (EEP), responsavel por evidenciar
aceleradamente possiveis sinais de instabilidade. O estudo envolveu o0s ensaios
de Centrifugacao e Estresse Térmico, realizados ap0s 24 horas de repouso das
preparacdes, a fim de se completar o processo de emulsificacdo (BABY, 2007).

As formulacfes foram avaliadas quanto a possiveis alteracdes visuais —
como separacdo de fases, coalescéncia ou presenca de precipitados — e
classificadas como normais (N) ou modificadas (M), sendo consideradas
aprovadas em caso de obtencédo de conceito normal (N) em ambos os testes
(BRASIL, 2004). As formulactes em desacordo com os padrées descritos foram
consideradas reprovadas e tiveram a sua composic¢ao e/ou forma de preparacao

ajustadas.

4.3.1. Teste de Centrifugacéo

Apbs 24 horas da manipulacdo das amostras, procedeu-se com o teste
de centrifugacédo. Para este teste, foram pesados 5,0 g de cada formulacéo
diretamente dentro dos tubos de centrifuga em balanca semi-analitica Ohaus®
ARD 110, em réplicas de dois. O teste foi conduzido na centrifuga Hitachi® RX2
de acordo com as seguintes condi¢cdes experimentais: temperatura ambiente
(23,0 = 2,0°C); velocidade de rotagéo de 3.000 rpm (210 G) e tempo de teste de 30

minutos (IDSON, 1988).
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4.3.2. Teste de Estresse Térmico

Para este teste, 5,0 g de cada formulacdo foram pesadas e transferidas
para tubos de ensaio, em réplicas de dois. Estas amostras foram entdo
submetidas ao estresse térmico, em banho termostatizado Nova Etica® N480,
elevando-se gradativamente e de forma controlada o valor inicial de temperatura.
O ensaio foi conduzido a partir de 40°C (temperatura inicial) até 80°C
(temperatura final), elevando-se a temperatura em 10°C a cada 30 minutos. As
formulacbes foram entéo retiradas da condi¢é@o drastica de estudo, ao término
de 80°C e avaliadas ap0s atingirem a temperatura ambiente (23,0 + 2,0°C)

(BRASIL, 2004).

4.4, Caracterizacgao fisica e fisico-quimica

As amostras aprovadas no EEP foram caracterizadas por meio de testes
fisicos (viscosidade aparente) e fisico-quimicos (valor de pH). As propriedades

organolépticas foram avaliadas por meio do aspecto, cor e odor (BRASIL, 2004).

4.4.1. Caracterizacéo do pH

O valor do pH das formulacdes dermocosméticas foi determinado em
pHmMetro Quimis® Q400 AS pela imersdo direta do eletrodo na disperséo, a

temperatura ambiente (23,0 + 2,0°C) em réplicas de trés.

4.4.2. Caracterizacéo fisica
Para a determinacdo da viscosidade aparente, cerca de 15,0 g de

formulag&o foram transferidos para o compartimento de andalise do viscosimetro
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rotativo (Fungilab® ViscoStar R). A afericdo da viscosidade aparente, em
centiPoise (cP), foi efetuada apds trés minutos de agitacéo, utilizando-se agulha

do tipo TR11 e velocidade de agitacao de 30 rpm.

4.5. Caracterizacéao funcional in vitro

4.5.1. Determinacao da atividade antioxidante

O potencial antioxidante do composto bioativo e das formulactes
fotoprotetoras multifuncionais foi determinado por meio da acdo sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe), de acordo com o método
descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacdes
(SHARMA; BHAT, 2009).

Aliguotas de 0,5 g de cada uma das formulacdes foram transferidas para
tubos Falcon com adicdo de 5,0 mL de metanol 99,8% e estes foram
homogeneizados em vértex até solubilizacdo dos componentes. Posteriormente,
aliquota de 1,0 mL de cada uma das amostras previamente solubilizadas foram
adicionadas de 2,0 mL de solugcdo metandlica de DPPH+ a 70,0 uM em tubos de
ensaio devidamente identificados e armazenados em local protegido da luz para
inicio da contagem do tempo reacional. Ap6s 30 minutos de reacao, as amostras
foram avaliadas espectrofotometricamente em espectrofotbmetro UV-visivel
Thermo Scientific® Evolution 600 no comprimento de onda de 517 nm, em cubeta
de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico. Como controle negativo, foi utilizado o
metanol. Para o calculo da porcentagem de radicais livres sequestrados, foi

utilizada a Equacéo 1.
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Equacdo 1: Equacao para calculo da porcentagem de radicais livres sequestrados

Abs.controle — Abs.amastra
Abs. controle

% Sequestro de radicais livre =

4.5.2. Eficécia fotoprotetora - Fator de Protecdo Solar (FPS) estimado

A eficacia fotoprotetora estimada in vitro das formulacées foi determinada
por meio da espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integragéo
(Labsphere UV-2000S® Transmittance Analyzer). Para o ensaio, aliquotas das
formulacdes foram pesadas e aplicadas uniformemente, sob a forma de filme
fino e uniforme de 1,3 mg/cm? (COLIPA, 2011) sobre a superficie de fita adesiva
Transpore™ 3M fixadas sobre placas de quartzo.

Apo6s secagem de 30 minutos, as placas foram submetidas a leitura
espectrofotométrica, utilizando uma placa de quartzo e fita adesiva Transpore™
3M sem produto, como branco de leitura. Foram empregadas, no minimo, cinco
leituras de transmitancia por placa avaliada.

Os resultados de transmitancia das amostras foram tratados pelo
programa UV-2000®, em intervalo de comprimento de onda entre 290 e 400 nm
e taxa de progressao de 1,0 nm. Os dados foram convertidos em valores
estimados de fator de protegao solar (FPS) e comprimento de onda critico (A crit)
das formulacbes. (COSMETICS EUROPE, 2011; DIFFEY et al., 2000;

SPRINGSTEEN et al., 1999; UNITED STATES, 2011).
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4.6. Ensaios Clinicos
As formulacdes de melhor desempenho nos testes in vitro foram

selecionadas para a realizac&o dos testes de seguranca e eficacia clinica.

4.6.1. Aspectos legais e éticos

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, em
funcdo da realizacdo dos ensaios in vivo com voluntarios. Os ensaios foram
realizados em acordo com a Legislacdo Brasileira vigente, apos a obtencdo da
aprovacdo do CEP, regulamentado pelo Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) (BRASIL, 2012c).

Para cada participante desta pesquisa, foram fornecidas as informacoes
e esclarecimentos necessarios referentes a cada ensaio (etapas do estudo,
objetivos, possiveis riscos, entre outros). O consentimento se deu por meio da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), mantendo-
se 0 anonimato do participante e garantindo a sua saida do estudo,
voluntariamente, a qualquer momento (BRASIL, 2012c).

Previamente aos ensaios, 0s participantes foram entrevistados e
avaliados considerando os critérios de inclusdo e exclusdo exigidos pela
legislacdo vigente. Os critérios de inclusdo foram os seguintes: (i) participantes
saudaveis; (ii) ambos os sexos; (iii) idade entre 18 e 60 anos; (iv) pele integra
na regido de teste; e (v) concordancia em aderir aos procedimentos do estudo,
por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios
de exclusdo foram os seguintes: (i) gestacdo ou lactacdo; (ii) historico de

reacOes fototoOxicas, fotoalérgicas ou patologias fotoinduzidas; (iii) historico
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pessoal ou familiar de cancer de pele; (iv) uso de medicacdes anti-inflamatorias,
imunossupressoras ou fotossensibilizantes - topicas ou sistémicas - até um més
antes do inicio do estudo; (v) presenca de queimadura solar ou bronzeado no
local dos testes; (vi) tom de pele desigual na regido do estudo; (vii) presenca de
dermatoses inflamatérias, lesdes névicas, manchas, queratose seborréica,
patologias ativas ou excesso de pelos no local do teste; e (viii) alergias
conhecidas a qualquer componente das formulacbes (BRASIL, 2012c;

COSMETICS EUROPE, 1997, MC NAMEE et al., 2008).

4.6.2. Ensaios de seguranca das formulacdes

As formulagdes fotoprotetoras multifuncionais de melhor desempenho nos
ensaios in vitro foram avaliadas com relacdo a sua seguranca clinica por meio dos
ensaios epicutaneos (patch tests) de Irritacdo Cutanea Primaria, Irritagcdo Cutanea
Acumulada e Sensibilizacdo Dérmica. Como controle negativo, utilizou-se agua
purificada.

No primeiro dia de cada ensaio, foi realizada a avaliacéo clinica da pele
de cada participante, de forma a verificar os critérios estabelecidos para a sua

inclusdo / exclusdo em cada estudo.

4.6.2.1. Irritacd@o cutanea priméria e Irritacdo cutanea acumulada

Os ensaios de irritacdo cutanea consistem em aplicacdo Unica (irritacdo
cutanea priméria) e continua (irritacdo cutanea acumulada) do produto em teste,

visando comprovar a auséncia de irritacdo na populacdo estudada.
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O ensaio foi realizado com aplicacdo de 0,1 g das formulacbes e do
controle negativo, de maneira oclusiva, no dorso de 60 participantes do estudo.
O tempo de contato das formulacdes com a pele foi de 48 horas para o ensaio
de irritacdo cutanea primaria e trés semanas (com troca do aposito contendo as
formulacdes e o controle negativo a cada 48 horas) para o ensaio de irritacdo
cutanea acumulada. Apds cada troca do apdsito, e ao final dos ensaios, a pele
dos participantes foi avaliada com relacdo a possiveis reacfes de irritacdo

(BRASIL, 2012a; COSMETICS EUROPE, 1997).

4.6.2.2. Sensibilizacdo dérmica

O ensaio de sensibilizacao dérmica tem por objetivo comprovar a auséncia
de reacdes alérgicas por sensibilizacdo (reacfes imunes de hipersensibilidade
tardia) na populacdo estudada, contemplando trés fases: indugéo, repouso e
desafio.

O ensaio foi realizado simultaneamente aos ensaios de irritacdo cutanea
(item 4.6.2.1.), utilizando os mesmos participantes e amostras. Apés o periodo
de trés semanas de contato das formula¢des e do controle negativo com a pele,
durante o ensaio de irritacdo cutanea acumulada (periodo de inducdo), os
participantes ficaram em periodo de repouso de duas semanas, sem contato com
as formulacbes em teste (periodo de repouso).

Em seguida, um novo apdésito contendo as mesmas quantidades das
formulacdes e do controle negativo foi aplicado no dorso dos participantes, em
area onde nenhum apoésito havia sido aplicado anteriormente (periodo de

desafio). Apos dois dias, o aposito foi removido, com avaliagdo das areas
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referentes ao teste de desafio com relacéo a possiveis reacdes de sensibilizacao

(BRASIL, 2012a, COSMETICS EUROPE, 1997).

4.6.2.3. Fotoirritacdo cutanea

O ensaio de fotoirritagdo tem por objetivo comprovar a auséncia do potencial
irritante de um produto aplicado na pele, quando exposto a radiacdo UVA. O
ensaio foi realizado com aplicacdo de 0,1 g das formulacdes e do controle
negativo, de maneira oclusiva, no dorso de 27 participantes do estudo. Apds 24
horas, o apdsito foi removido e os sitios de aplicacdo foram avaliados e
submetidos a radiacdo UVA artificial, com irradiancia de 10 mW/cm? e dose de 4
Jicm?, equivalente a tempo de exposicdo de 6 minutos e 40 segundos.

ApoOs 24 horas da irradiacdo, a pele dos participantes foi novamente
avaliada com relacdo a possiveis reacfes de irritacdo induzidas pela radiacdo

UVA (BRASIL, 2012a, COSMETICS EUROPE, 1997).

4.6.2.3. Fotossensibilizacdo dérmica

O ensaio de fotossensibilizac&o tem por objetivo comprovar a auséncia de
potencial alergénico (reacdes imunes de hipersensibilidade tardia) de um
produto aplicado na pele, apds exposicao a radiacao UVA. O estudo contempla
trés fases: inducao, repouso e desafio.

O ensaio foi efetuado simultaneamente ao ensaio de fotoirritacdo (item
4.9.3.), utilizando os mesmos participantes e amostras. Durante o periodo de
inducéo, com duracéo de trés semanas, as formulacées e o controle negativo foram

aplicados de maneira oclusiva, no dorso dos participantes do estudo, duas vezes



40

por semana. Apés 24 horas de cada aplicacdo, o aposito foi removido e os sitios de
aplicacéo foram avaliados e submetidos a radiacdo UVA atrtificial, com irradiancia
de 10 mW/cm? e dose de 4,0 J/cm?, equivalente a tempo de exposicéo de 6 minutos
e 40 segundos.

Apés o periodo de inducdo, os participantes entraram no periodo de
repouso, com duracdo de duas semanas, onde ndo tiveram contato com as
formulagdes ou receberam qualquer irradiacdo. Em seguida, foi iniciado o periodo
de desafio, onde um novo apésito contendo as formulacdes e o controle negativo
foi aplicado no dorso dos participantes, em area onde nenhum apdosito havia sido
aplicado anteriormente. Apos 24 horas, o0 apésito foi removido e a area foi avaliada
e submetida a radiacdo UVA com as mesmas especificacdes utilizadas na fase de
inducédo. Por fim, apds 24 horas da irradiacdo, as areas referentes ao teste de
desafio foram avaliadas com relacéo a possiveis reacdes de fotossensibilizacédo
(BRASIL, 2012a; COSMETICS EUROPE, 1997).

As possiveis reacdes decorrentes da aplicacdo das formulagdes foram
acompanhadas por médico dermatologista, durante e apos o periodo de cada
estudo, e interpretadas de acordo com a escala de Draize, que avalia a presenca
de eritema ou edema nas areas de teste, conforme a Tabela 3 (DRAIZE;

WOODWARD; CALVERY, 1944; COSMETICS EUROPE, 1997).
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Tabela 3: Escala de Draize para avaliacao do grau de irritacdo cutanea

Parametros Respostas da pele Escala
Auséncia de eritema 0
Eritema leve 1
Formacéo de . .
. ¢ Eritema bem definido 2
eritemas
Eritema moderado a severo 3
Eritema grave, com formagao de escaras 4
Auséncia de edema 0
Edema leve (apenas visivel) 1
Formacéo de )
¢ Edema leve (contornos nitidos) 2
Edemas
Edema moderado (espessura inferior a 1 mm) 3
Edema grave (espessura superior a 1 mm) 4

4.6.3. Eficacia das formulacdes

4.6.3.1. Fator de protecao solar (FPS)

A caracterizacao funcional in vivo foi realizada por meio da avaliagao do

Fator de Protecdo Solar (FPS), método amplamente aceito para a avaliacdo da

eficacia fotoprotetora de formulacfes cosméticas (BRASIL, 2012b; COSMETICS

EUROPE, 2006; 2011; UNITED STATES, 2011).

A eficacia fotoprotetora contra a radiacdo UVB foi determinada pelo calculo

do FPS in vivo, avaliado por meio da dose eritematdégena minima (DEM) requerida

para a producgdo do primeiro eritema na pele dos voluntarios, ap0s exposi¢ao a

radiacdo UVB artificial (BRASIL, 2012b; UNITED STATES, 2011).

Aliquotas de 2,0 mg/cm? das formulacées de melhor desempenho nos

ensaios in vitro, e do padrao (formulacdo com FPS conhecido), foram aplicadas
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uniformemente no dorso de 10 voluntarios, em areas previamente delimitadas (35,0
cm?) e limpas com algoddo seco. Apds 15 minutos de secagem, as areas de
aplicacéo foram submetidas a irradiacdo UVB artificial, com dose definida de acordo
com o FPS estimado das formulagbes e a DEM individual de cada participante
(BRASIL, 2012b; UNITED STATES, 2011).

A DEM requerida para cada voluntario e cada area de aplicacéo foi obtida
por uma sequéncia de exposicdo a luz ultravioleta, com dose aumentada em
progressao geométrica, sendo cada exposicao graduada com aumento de 12%
em relacdo a anterior (JAPAN, 1995-1996; UNITED STATES, 2011).

Apos 16 a 24 horas da irradiacéo, as areas de aplicacao foram avaliadas
por pesquisador validado quanto ao teste e o calculo do FPS in vivo foi realizado

conforme a Equacédo 2 (BRASIL, 2012b; UNITED STATES, 2011).

FPS = DEMp
DEMnNp
Equacéo 2: Fator de prote¢éo solar (FPS) in vivo. Na qual:

DEMp = dose eritematégena minima na pele protegida pela amostra ou formulag¢éo padrao;
DEMnp = dose eritematdgena minima na pele nao protegida.

4.6.3.2. Hidratacao superficial da pele

A hidratacdo superficial da pele foi realizada por meio do método de
corneometria em 20 voluntérios do sexo feminino e masculino com idades entre 20 e
35 anos. Os procedimentos foram informados oralmente e através do TCLE escrito.
Os voluntarios compareceram ao Instituto para avaliagdo médica inicial e
verificacdo do cumprimento dos critérios de inclusdo e n&o-inclusdo. Em
seguida, permaneceram durante 30 minutos em sala com condi¢cdes ambientais

controladas (20 £ 2°C e 50 + 5% de umidade relativa) para climatizacéo, e
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tiveram demarcados os sitios de aplicacdo e medicdo corneométrica iniciais e
finais em seus antebracos. Um dos antebracos foi submetido a aplicacdo do
produto-teste, enquanto o outro foi utilizado como controle (segundo
aleatorizacao).

Os procedimentos envolveram a aplicacdo de apositos epicutaneos no
antebraco dos voluntarios durante 8 horas, com medic¢des iniciais (t0), 2 horas (t2), 4
horas (t4) e 8 horas (t8). As formulacfes analisadas (F7 e F8) foram aplicadas no
antebraco de cada participante, com auxilio de seringa de 1mL descartavel, em
sitios randomizados previamente demarcados em quantidade padronizada de 2
mg/cm?. Em seguida, as formulagées foram espalhadas com dedo protegido por
dedeira de latex descartavel, de modo padronizado. A medida da hidratacéo
cutanea foi realizada através do Corneometer MPA 580 (MultiProbeAdapter —

Courage&Khazaka) e todas as medi¢Ges foram realizadas em triplicata.

4.7. Analise estatistica dos resultados

Os dados foram avaliados pelo programa Minitab®, versdo 17. As andlises
foram realizadas em ftriplicata, sendo o nivel de significancia igual a 5% (p <
0,05). Nas comparacdes entre duas amostras, os resultados foram avaliados de
acordo com o teste estatistico t-Student, enquanto que nas comparagfes entre
trés ou mais amostras, o teste estatistico utilizado foi o ANOVA One-Way,

seguido de teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparacao das Formulacdes

A preparacao das formulagdes fotoprotetoras contemplou a elaboracéo
de oito sistemas emulsionados O/A. As preparacdes foram macroscopicamente
analisadas, ap6s o periodo de repouso de 24 horas, necessario para a
finalizacdo do processo de emulsificacdo pelos agentes emulsionantes,
verificando-se criteriosamente aquelas consideradas aparentemente estaveis
com caracteristicas organolépticas adequadas, segundo critérios do formulador

e também referendadas pela literatura (BABY, 2007).

A base selecionada para o preparo das formulacdes foi o Aristoflex®
AVC, um polimero sintético do acido sulfénico de manipulacdo conveniente. Este
agente foi selecionado em decorréncia de suas propriedades, como estabilidade
em ampla faixa de pH (4,0 - 9,0), compatibilidade com solventes organicos
polares e estabilidade frente a radiacdo UV, quando comparado com carbémeros

(ATTWOOD, 2005; PHARMASPECIAL, 2014).

Para a solubilizacdo dos filtros, optou-se pelos triglicérides de &cido
caprilico, que permitiram a incorporacao dos compostos ativos (filtros organicos)

na fase oleosa das preparacoes.

5.2. Avaliacdo Preliminar da Estabilidade

A estabilidade das emulsdes fotoprotetoras foi verificada por meio dos
testes de centrifugacdo e estresse térmico, utilizados para acelerar possiveis
sinais de instabilidades inerentes aos sistemas emulsionados (BRASIL, 2004). A

Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para ambos os testes.



45

Tabela 4: Caracteristicas organolépticas das formulacdes submetidas ao

estudo de estabilidade preliminar.

Estudo de Estabilidade Preliminar
Centrifugacdo  Estresse Térmico

Formulacdes

F1 Base N N
F2 R N N
F3 oD N N
F4 OD+R N N
F5 AV N N
F6 AV+R N N
F7 AV+0OD N N
F8 AV+OD+R N N

Legenda: N=normal; M=modificado; R=rutina; OD=Octil dimetil PABA; AV=avobenzona;

As formulag6es foram consideradas estaveis, recebendo a classificagédo
de N (normais) apés a realizacao dos testes de estabilidade preliminar (ANSEL

et al., 2000; SALAGER, 2000).

Cada componente, ativo ou ndo, pode afetar a estabilidade de um produto.
Variaveis relacionadas a formulacéo, ao processo de fabricacdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢cdes ambientais e de transporte podem influenciar
na estabilidade da formulacdo (ANVISA, 2004). Por este motivo, a realizacao dos
testes de estabilidade preliminar € essencial para a determinac¢éo da estabilidade
de uma formulacao.

A escolha do polimero Aristoflex® AVC, como agente de consisténcia,
auxiliou na obtencdo de resultados positivos nesta etapa do estudo. Suas
caracteristicas, como ampla estabilidade fisico-quimica, possibilitaram a
incorporacao dos principios ativos diversos ao veiculo, além de permitir elevada
consisténcia as formulagbes, evitando a perda da viscosidade durante a

execucao dos testes.
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Como todas as amostras nao sofreram modificacdes apds a Avaliacdo
Preliminar de Estabilidade, todas as formulacdes fotoprotetoras foram

selecionadas para realizacdo dos ensaios futuros.

5.3. Caracterizacdao fisica e fisico-quimica

As formulacdes fotoprotetoras foram analisadas visualmente, 24 horas
apos o preparo, quanto as suas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e
odor). Adicionalmente, as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das
preparacdes foram mensuradas, respectivamente, por meio dos testes de
viscosidade aparente e valor de pH. O valor de pH das formulagdes foi corrigido
para compatibilizagdo com o pH da pele. As Tabelas 5 e 6 apresentam 0s

resultados para as formulagdes fotoprotetoras multifuncionais F1 a F8.



Tabela 5: Caracteristicas organolépticas, fisicas e fisico-quimicas das formulagfes fotoprotetoras multifuncionais F1, F2, F3 e F4.

Viscosidade aparente(cP)

Formulacbes Aspecto Caracteristicas Organolépticas Valor de pH TR11 / rpm 20
| Emuisio homoge
‘ mulsdo homogénea, branca opaca
F1 Base &K ) de odor caracteristico forte 67+01 33950 + 1560

F2

Emulsdo homogénea, branca
amarelada de odor caracteristico 6,9+0,1 32575 + 789
médio

F3

F4

Emulsdo homogénea, branca
levemente amarelada de odor 6,9+0,1 10700 + 2490
caracteristico fraco

1 5 a
oD Emulséao homogeljec_a, bran_ca opaca 6.940,2 19800 + 2150
de odor caracteristico muito fraco
OD+R (\

Legenda: R=rutina; OD=0ctil dimetil PABA; Resultados de valores de pH expressos como média + desvio padréo
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Tabela 6: Caracteristicas organolépticas, fisicas e fisico-quimicas das formulagfes fotoprotetoras multifuncionais F5, F6, F7 e F8.

Formulacées

Caracteristicas Organolépticas Valor de pH

Viscosidade aparente(cP)
TR11/rpm 20

F5

AV

Emuls&o homogénea, branca com
nuance amarela de odor 6,9+0,1
caracteristico médio

35100 + 500

F6

AV+R

Emulsdo homogénea, branca
levemente amarelada de odor 6,9+0,1
caracteristico médio

24350 + 1356

F7

AV+OD

Emulsdo homogénea, branca
levemente amarelada de odor 7,32 +0,2
caracteristico forte

26950 + 1046

F8

AV+OD+R

Emulsdo homogénea, branca
amarelada de odor caracteristico 7,35+0,1
fraco

35675 + 657

Legenda: R=rutina; OD=0ctil dimetil PABA; AV=avobenzona; Resultados de valores de pH expressos como média + desvio padrao.
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5.4. Caracterizacao Funcional in vitro

5.4.1. Atividade antioxidante das formulacdes fotoprotetoras

O potencial antioxidante das formula¢des contendo o composto bioativo
rutina foi determinado por meio da agao sequestradora do radical livre DPPHe.
Compostos antioxidantes reagem com o DPPHe doando um hidrogénio a
molécula e, portanto, reduzindo-a, resultando em decréscimo nos valores de
absorbancia mensurados a 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995; OZCELIK; LEE; MIN, 2003; SHARMA; BHAT, 2009).

O solvente selecionado foi o metanol. A concentracdo da solucao
metandlica de DPPH-« definida para a execugao dos ensaios foi de 70 uM, ja que
a concentragdo inicial da solugdo de DPPHe deve fornecer valores de
absorbancia menores do que 1,0 (valor limite para a acuracia da leitura
espectrofotométrica), o que implica em solugdo de DPPH+« com concentracéo
maxima de 100 uM. Por fim, o tempo de reagao foi definido em 30 minutos, ja
que a rutina € considerada um composto de cinética rapida (YANG et al., 2008;
GALLEANO et al., 2010)

A capacidade de reducéo dos radicais de DPPH- foi determinada por meio
do decréscimo em sua absorbéncia a 517 nm induzida pelo composto
antioxidante presente na formulacdo. Este decréscimo foi visivelmente percebido
desde o inicio da reacdo pela imediata descoloracdo da solugcédo de roxo para

amarelo. Esta mudanca pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4: Amostras das formulacdes fotoprotetoras bioativas em reacao

com o radical livre DPPHe

Foi realizada leitura em triplicada de cada uma das amostras em
espectrofotbmetro a 517 nm, com cubeta de caminho 6tico de 1 cm. Os
resultados das absorbancias e atividade antioxidante das formulagcdes
fotoprotetoras, expressas em porcentagem de inibicdo do radical livre DPPHe,
podem ser encontrados na Tabela 7. O grafico comparativo destes resultados,

pode ser avaliado na Figura 5.
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Tabela 7: Analise da % de inibicdo de radicais livres das formulacfes

fotoprotetoras bioativas apés reacdo com o radial DPPHe

% INIBICAO DE RADICAIS LIVRES

Formulagdes

Abs 1 Abs 2 Abs 3 Atividade Antioxidante (%)
ﬁgg;f’v'g Mgtp""ga"' 0,525 0,525 0,526 0,00%
F1 Base 0,311 0,311 0,310 40,86% + 0,002°
F2 R 0,124 0,124 0,124 76,4% + 0,000°
F3 oD 0,322 0,322 0,321 38,77% + 0,002"
F4 OD+R 0,122 0,122 0,122 76,78% + 0,000
F5 AV 0,296 0,297 0,296 43,59% + 0,002°
F6 AV+R 0,113 0,113 0,113 78,49% + 0,000°
F7 AV+OD 0,272 0,272 0271 48,29% + 0,002
F8 AV+OD+R 0,085 0,085 0,086 83,76% + 0,001

Legenda: R=rutina; OD=Octil dimetil PABA; AV=avobenzona; Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como
média + desvio padréo.

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os resultados
foram avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way,seguido de teste de Tukey para comparagao entre

os grupos (nivel de significancia = 0,05).

Figura 5: Gréfico da atividade antioxidante das formulagdes fotoprotetoras bioativas

Atividade Antioxidante

90% 84%
80% 76% 7% 78%

70%
0,

GOOA 44% 48%
50% 41% 39% °
40%
30%
20%
0% gy

0%

c F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

mSériel 0% 41% 76% 39% 77% 44% 78% 48% 84%

% sequestro de radicais livres

Legenda: C= Controle; F1 = Base; F2= Rutina; F3=Octil dimetil PABA; F4= Octil dimetii PABA + Rutina; F5=
Avobenzona; F6= Avobenzona + Rutina; F7= Avobenzona + Octil dimetil PABA; F8= Avobenzona + Octil dimetil PABA +

Rutina; Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como média + desvio padréo.
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Foi possivel constatar que as formulacbes contendo o composto bioativo
rutina (F2, F4, F6 e F8) apresentaram atividade antioxidante superior aquelas
gue nao a continha. Estes resultados foram esperados, considerando o potencial
antioxidante comprovado do composto bioativo rutina (YANG et al., 2008) e a
auséncia de potencial antirradicalar dos filtros UV, perfil corroborado por Oliveira
e colaboradores, 2015.

Por meio da comparacao entre os pares de formulagdes contendo ou nao
0 composto bioativo, foi possivel identificar que a presenca da rutina elevou a
capacidade antioxidante da formulacdo em, aproximadamente, 40%. Essa
atividade foi elevada devido as propriedades da molécula, que envolvem a
reatividade dos grupos hidroxila presentes em seus anéis. A atividade
antioxidante esta principalmente relacionada com a ressonancia de elétrons no
ndcleo aromatico da estrutura, no qual os grupos hidroxila sdo componentes
fundamentais. A Figura 6 ilustra os radicais hidroxila que representam papel

fundamental na propriedade antioxidante da rutina (OLIVEIRA, et al., 2015).

Figura 6: Estrutura quimica da rutina e grupos hidroxila responsaveis

pela capacidade antioxidante da molécula (OLIVEIRA et al., 2015)

CH3
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Afim de compreender melhor a relacdo entre a estrutura quimica da rutina
e sua atividade antioxidante, Lue e colaboradores, 2010, compararam a
atividade antioxidante da rutina a de dois de seus ésteres (possuindo
grupamentos acila nos carbonos C12 e C16) e ao BHT. Foi constatado que, in
vitro, os ésteres apresentaram poder redutor e habilidade quelante de metais
inferiores aos apresentados pela rutina, porém, semelhante atividade
sequestradora do radical livre DPPH+ (LUE et al., 2010). A capacidade quelante
da rutina e de outros flavonoides se deve primordialmente a presenca de
grupamento catecol, conforme indicado por Cherrak e colaboradores, 2016
(CHERRAK et al., 2016).

Os resultados obtidos neste ensaio foram corroborados com os estudos de
Oliveira e colaboradores, 2015, em que a associacdo da rutina aos filtros
benzofenona-3 e avobenzona (filtros UVA), em emulsdes 6leo-em-agua, propiciou
acréscimo na atividade antioxidante em 40 vezes quando comparado com a mesma
formulacdo sem a adicdo do composto bioativo (OLIVEIRA et al., 2015).

Considerando os resultados apresentados neste ensaio e a literatura, foi
possivel constatat que formulacdes fotoprotetoras contendo compostos bioativos
como a rutina representam estratégia promissora no desenvolvimento de
formulacdes multifuncionais, devido a capacidade que estas moléculas possuem de
absorver radiacdo UV e de sua significativa atividade antioxidante, capaz de inibir a
formacéo de radicais livres na superficie da pele quando expostos a radiacéo solar.

Para maximizar a acdo destas moléculas em camadas cutdneas mais
profundas, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que possibilitem
0 aumento da solubilidade e permeacéo destas através da pele. Assim, estudos

tém testado novas estratégias de incorporacdo da rutina em formulacdes
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cosmeéticas. Pesquisadores desenvolveram substancias derivadas da rutina,
objetivando conservar as propriedades antioxidante, mas com solubilidade (aquosa
ou lipidica) superior (PEDRIALI, 2012; BALDISSEROTTO et al., 2015). Demais
estdo estudando a utilizacdo da rutina em sistemas particulados de gelatina ou

carreadores lipidicos nanoestruturados (KAMEL et al., 2015; OLIVEIRA, 2015)

5.4.2. Eficacia fotoprotetora estimada in vitro

A eficicia fotoprotetora estimada in vitro de todas as formulagbes
aprovadas nos testes de estabilidade preliminar (F1 a F8) foi determinada por
meio da espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracdo. O
tratamento dos dados de transmitancia na faixa do UVA e UVB foi realizado pelo
programa computacional acoplado ao equipamento, responsavel por converter
os valores de transmitancia em resultados de FPS e comprimento de onda critico
(nm) das formulacdes fotoprotetoras. A Tabela 8 fornece os dados de eficacia

fotoprotetora estimada das formulacdes fotoprotetoras multifuncionais.

Tabela 8: Valores de FPS e comprimento de onda critico in vitro das

formulacdes fotoprotetoras multifuncionais.

FormulacGes Valor de FPS A critico (nm)

F1 Base 1,00° + 0,02 NA

F2 R 1,05° + 0,02 NA

F3 oD 8,858¢ + 0,69 319,64 + 1,73
F4 OD+R 7,50 + 1,25 330,07° + 5,70
F5 AV 2,41° + 0,56 379,898 + 0,40
F6 AV+R 2,25P + 0,05 379,858¢ + 0,26
F7 AV+0OD 15,05* + 0,14 373,74+ 1,30
F8 AV+OD+R 9,46° + 0,42 375,15 + 0,67

Legenda: R=rutina; OD=0Octil dimetil PABA; AV=avobenzona; Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como
média + desvio padréo.

Letras diferentes na mesma coluna representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Os
resultados foram avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way, seguido de teste de Tukey para

comparagao entre os grupos (nivel de significancia = 0,05).
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A realizacdo dos testes de fotoprotecéo in vitro € essencial para prever os
parametros de eficacia fotoprotetora de forma rapida, econdmica e segura (uma
vez que poupa os voluntarios da exposicao as radiacdes UV empregadas nas
andlises in vivo). Este ensaio permite a obten¢do de dados que sao fundamentais
para o delineamento dos ensaios in vivo, uma vez que é preciso definir a
guantidade de radiacdo que sera emitida através da fonte UV durante os ensaios
com voluntarios para evitar uma energia demasiada que possa tornar o
experimento desconfortavel (PELIZZO et al. ,2012).

Os principais parametros avaliados neste teste sdo o Fator de Protecdo
Solar (FPS), responsavel por medir a protecdo contra a radiagcdo UVB, e o
comprimento de onda critico (A crit), que fornece a amplitude de protecao
considerando o espectro completo da radiacdo UV (UNITED STATES, 2011).

Pela Legislacdo Brasileira, uma formulacdo pode ser classificada como
fotoprotetora apenas se apresentar FPS acima de 6, com comprimento de onda
critico acima de 370 nm e UVA-PF equivalente a, no minimo, 1/3 do FPS
(BRASIL, 2012). Partindo-se destes dados, foi possivel identificar que apenas
duas das amostras foram consideradas fotoprotetoras (valor de FPS acima de 6
e comprimento de onda critico acima de 370 nm), a saber: F7 e F8. Tal resultado
€ compativel com a composicdo dessas amostras, ja que sdo as Unicas que
apresentaram a combinacao de filtros solares capazes de atuar no espectro de
absorcdo de UVA (avobenzona) e UVB (octil dimetil PABA). Apenas a F7 pode
ser definida como de amplo espectro (valor de FPS acima de 15 e comprimento
de onda critico acima de 370 nm).

As formulacbes em pares F3 - F4 e F5 - F6, ndo desenvolveram diferencas

na eficacia anti-UVB em funcéo da presenca da rutina, no entanto, o par F7 e F8
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obteve reducdo do FPS in vitro, quando os filtros UV foram adicionados ao
composto bioativo. Em relacdo ao lambda critico, as diferencas ndo foram
significativas. Em relacdo ao FPS, as preparacdoes ausentes de filtros e do
composto bioativo ndo geraram eficicia fotoprotetora estimada in vitro.

As Figuras 7 e 8 representam as diferencas obtidas de FPS e lambda

critico para cada uma das formulacdes.

Figura 7 — Comparativo dos valores de FPS obtidos para as

formulacdes fotoprotetoras F1 - F8 por pares

Comparativo de FPS por pares ( F1- F8)

16,00
14,00
12,00
10,00

8,00
6,00
4,00
2,00
000 W l
F1 (Base) F3(0)e F5(A) e F7 (AO) e
e F2* (R) F4* (OR) F6* (AR) F8* (OAR)
m FPS 1,00 8,85 2,41 15,05
FPS* 1,05 7,5 2,25 9,46
mFPS mFPS*

A Figura 7 ilustra um panorama dos diferentes valores de FPS obtidos
para todas as formulacdes, permitindo comparacéo entre os pares (com e sem
rutina). Foi possivel verificar que a reducédo de FPS nos pares F1/F2, F3/F4 e
F5/F6 nao foi significativa, enquanto que no par F7/F8 esta queda foi
pronunciada, permitindo constatar que a rutina afetou o desempenho da

formulacdo quanto ao FPS, reduzindo o seu valor em cerca de 37%. A
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metodologia in vitro apresenta diversas limitagcbes quando utilizada para

substancias com capacidade antioxidante, como a rutina (PERES, 2015).

Figura 8 — Comparativo dos valores de lambda critico obtidos para as

formulacdes fotoprotetoras F3 - F8 por pares

Comparativo de Comprimento de onda por pares
(F3 - F8)

F7 (AO) e F8* (OAR) e —

F5 (A) e F6* (AR) |

F3(0) e F4* (OR) |

280 300 320 340 360 380 400

® Comprimento de onda* B Comprimento de onda

Analisando o lambda critico entre os diferentes pares de formulacdes na
Figura 8, permitiu-se comparar os valores obtidos para as diferentes amostras
e verificar que as diferencas entre os pares (com e sem rutina) ndo foram
significativas, com excecédo do par F3/F4, indicando que a amplitude de protecéo

foi aumentada com a adicdo da rutina ao filtro octil dimetil PABA (UVB).

5.5. Ensaios Clinicos

5.5.1. Ensaios de Seguranca
Os estudos de seguranca por compatibilidade representam o primeiro
contato do produto acabado em seres humanos e tém por objetivo comprovar a

seguranca pré-determinada por dados pré-clinicos e minimizar os riscos de
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reacOes adversas. Com esses estudos, € possivel avaliar mecanismos irritativos
e/ou alergénicos de um produto na populacdo estudada, oferecendo aos
consumidores 0 maximo de seguranca com o menor risco (BRASIL, 2012a).

Em 2011 o Brasil foi classificado como o terceiro maior mercado
consumidor de produtos cosmeéticos do mundo, permitindo aumento na variedade
de matérias-primas de diferentes origens no mercado, originando maior
possibilidade de aparecimento de reacdes adversas. Por este motivo, a
preocupacao com a seguranca e eficacia destes produtos foi intensificada, mesmo
gue raramente eles possam causar danos severos a saude (BRASIL, 2005). Para
a avaliacdo das possiveis reacfes que podem ser apresentadas por estes
produtos, a legislacéo brasileira exige que os fabricantes avaliem a seguranca e a
efichcia de seus produtos. Por este motivo, € de fundamental importancia a
realizacdo destes testes antes da determinacdo da eficacia das formulacdes
(BRASIL, 2005).

Os componentes das formulagcdes de melhor desempenho (F7 e F8)
foram analisados, por meio da literatura cientifica e regulatoria, com relacao ao
seu potencial de risco, sendo considerados aprovados para 0 usO proposto
(BRASIL, 2012a). Posteriormente, a seguranga in vivo das amostras foi avaliada
por meio dos testes clinicos de irritacdo cutdnea primaria e acumulada,
sensibilizacdo dérmica, fotoirritagdo cutanea e fotossensibilizacdo dérmica.

Os ensaios clinicos foram iniciados ap6s a comprovacao de qualidade das
formulacdes, em parceria com a empresa IPclin Instituto de Pesquisa Clinica
Integrada. Os participantes foram selecionados, de acordo com os critérios de
inclusédo e excluséo estabelecidos para o estudo, e apresentaram idade entre 19

e 54 anos e fototipo de pele entre | e IV, de acordo com a escala de Fitzpatrick.
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Durante 0s ensaios, 0s participantes foram acompanhados por médico
dermatologista e avaliados com relacdo aos seguintes parametros: (i) sensacoes
de desconforto sentidas durante ou ap6s o estudo; e (ii) sinais clinicos
apresentados, como eritema, edema e descamacao, entre outros. Os resultados
obtidos nos ensaios de seguranca in vivo sédo apresentados na Tabela 9 e foram
avaliados de acordo com a escala de Draize para a formacdo de edemas e

eritemas (DRAIZE; WOODWARD; CALVERY, 1944).

Tabela 9: Ensaios de seguranca in vivo das formulacdes

Escala de Draize (edemas e eritemas)

. L Participantes
Ensaio Clinico b

avaliados Formulacéo F7 Formulacéo F8
(OD+AV) (OD+AV+R)
Irritacdo cutanea
o, .9 57 Escala 0 Escala 0
primaria e acumulada
Sensibilizacdo
. ¢ 57 Escala 0 Escala 0
dérmica
Fotoirritacao
~ ¢ 27 Escala 0 Escala 0
cutanea
Fotossensibilizacdo
& 27 Escala 0 Escala 0

dérmica

Legenda: OD+AV = Octil dimetil PABA + Avobenzona;, OD+AV+R = Octil dimetil PABA +
Avobenzona + Rutina; Escala de Draize = 0: auséncia de edemas e eritemas em todos os
participantes do estudo.

Os dados da Tabela 9 comprovaram a seguranca das formulacGes
avaliadas, visto que as mesmas ndo provocaram reac¢oes adversas, sinais clinicos
ou sensacgao de desconforto nos participantes, independente do estudo. Estes

resultados corroboraram os dados de seguranca in vitro, reportados na literatura,
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sobre a seguranca dos filtros solares e composto bioativo utilizados, garantindo a
sua seguranca quando incorporados as formulacbes fotoprotetoras
multifuncionais (KOCKLER et al., 2012; LIN et al., 2005; MANCUSO;
SANTANGELO, 2014; TUCHINDA et al., 2006; ZHANG et al., 2010).

A seguranca comprovada das formulacdes, ademais de permitir a sua
utilizacdo posterior nos ensaios de caracterizacao funcional in vivo, também
assegurou a qualidade das amostras para o consumidor final, fatores primordiais
para a comercializacdo de um produto cosmético. Adicionalmente, considerando
que as formulacbes F7 e F8 apresentaram as maiores concentracbes de
compostos ativos dentre todas as preparadas durante o presente estudo, foi
possivel extrapolar as suas caracteristicas de seguranca para as amostras

avaliadas previamente (F1 a F6) (BRASIL, 2012a).

5.5.2. Ensaios de Eficacia

5.5.2.1. Fator de protecao solar (FPS)

As formulacdes de melhor desempenho, F7 e F8, foram avaliadas
clinicamente por meio da avaliacdo do Fator de Protecao Solar (FPS).

Para a avaliagdo do FPS in vivo, os participantes foram selecionados de
acordo com os termos de inclusdo e exclusdo estabelecidos para o estudo,
apresentaram idade entre 18 e 60 anos e fototipo de pele entre Il e Ill. O estudo
envolveu 10 participantes e foi considerado estatisticamente valido, visto que o
intervalo de confianga a 95% (IC95) das analises encontrou-se dentro da
variacdo de + 17% do FPS médio obtido para as formulagfes testes e para o

padrdo do estudo, conforme requerido pelas agéncias regulatérias
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(COSMETICS EUROPE, 2011). Os resultados de FPS in vivo das formulacdes

de melhor desempenho estao descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Fator de Protecao Solar (FPS) in vivo das formulacfes fotoprotetoras

% do IC 95 em

Formulagao Fator de Protecéo IC 05 relacio a média
. lar (FP
(Composicéao) Solar (FPS) (aprovado se < 17%)
Formulacao Padréo 12,76
16,4+29 2,09

(Padréao P2 Cosmetics

Europe — FPS 15) (Aprovado)
F7 5,84
+ A ’
(OD+AV) 1908 0,43 (Aprovado)
F8 6,52
124+1,18 0,81 ’
(OD + AV+ R) (Aprovado)

Legenda: OD = octil dimetil PABA; AV = avobenzona; R = rutina.

Resultados de eficacia fotoprotetora expressos como meédia + desvio padréo. Letras diferentes
na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os
resultados foram avaliados de acordo com o teste t de Student para duas médias (nivel de
significancia = 0,05), entre as formulac¢des F7 e F8.

Os resultados indicaram que a presenca da rutina em combinagdo com
os filtros elevou o FPS da formulacéo, apresentando valor de FPS 7,30 para F7
(OD+AV) e 12,37 (OD+AV+R) para F8 —aumento de 70% no valor final do FPS.
Tal resultado demonstrou que a rutina, em ensaio in vivo, foi capaz de aumentar
o FPS quando associada com os filtros quimicos, distintamente dos resultados
in vitro apresentados nesta pesquisa. Tal resposta pode ser justificada por dois
fatores: o primeiro, a limitacdo da metodologia in vitro e, 0 segundo, o potencial
antioxidante da rutina.

Com relac&o ao primeiro, € sabido que a metodologia in vitro apresenta
repetibilidade variada em relacdo com a andlise in vivo. Ademais, o uso de
adjuvantes como catalisadores, antioxidantes (como a rutina),

imunomoduladores, solventes e agentes formadores de flme podem aumentam
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esta falta de correlacdo. O segundo ocorre em funcéo de os compostos bioativos
antioxidantes atuarem como sequestradores de radicais livres, capturando
espécies reativas de oxigénio que sdo produzidas pela acédo da radiacdo UV em
contato com a pele e responsaveis, entre outras acodes, pelo eritema
desenvolvido apos a exposicéo solar. Consequentemente, quando estes radicais
sao inativados por substancias antioxidantes como a rutina, o FPS in vivo tende
a aumentar, ja que € dependente da formacao de eritema (GILABERTE et al.,
2010). A capacidade fotoprotetora da rutina em combinacdo com outros filtros da
formulacdo, portanto, relacionou-se com seu potencial antioxidante ja
demonstrado no teste com DPPH in vitro nesta pesquisa e confirmado por outros
trabalhos ja realizados pelo Grupo, em que a rutina associada com os filtros
avobenzona e benzofenona-3 elevou em 40 vezes a capacidade antioxidante da

formulacdo sem a presenca do composto bioativo (OLIVEIRA et al., 2015).

5.5.2.2. Hidratacao superficial da pele

A avaliacdo da hidratacdo cutanea superficial in vivo foi realizada por meio
do teste de corneometria, utilizando dgua como controle negativo (PINNAGODA
et al., 1990). Para esta avaliacdo, os participantes foram selecionados de acordo
com os termos de inclusdo e exclusdo estabelecidos para o estudo,
apresentaram idade entre 18 e 60 anos. Os resultados de hidratacdo in vivo das

formulac6es de melhor desempenho, F7 e F8, estdo descritos na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores de hidratacao superficial da pele pelo método de

corneometria

Valores de Hidratac&o superficial da pele (Corneometria)
t0 t2h tdh t8h
C (Controle) 37,05+4,16" 37,63 +3,83" 38,6 +4,23* 38,25+ 3,88"
F7 (OD+AV) 37,25+ 8,37 37,24 +13,82* 37,49 + 8,51* 37,00 * 6,36"
F8 (OD+AV+R) 36,16 +5,93* 42,01 + 12,58* 40,78 + 8,12* 37,37 + 6,56"

Legenda: OD = octil dimetil PABA; AV = avobenzona; R = rutina; C= controle

Resultados de hidratacdo cutanea superficial expressos como média + desvio padrdo. Letras
diferentes na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. Os resultados foram avaliados de acordo com o teste t de Student para duas médias
(nivel de significaAncia = 0,05), entre as formulagdes F7 e F8.

Os resultados apresentados demonstraram que a rutina ndo provocou
impacto significativo na hidratagéo superficial da pele por meio das formulagdes.
ModificagcBes na formulacdo como adicdo de formadores de filme poderiam
alterar tal resultado (OLIVEIRA et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

v Preparacgédo das formulacdes fotoprotetoras e estabilidade

Todas as emulsbes preparadas apresentaram-se macroscopicamente

estaveis e com valor de pH compativel com a pele.

v’ Atividade antioxidante das formulacdes fotoprotetoras
As formulacbes contendo o composto bioativo rutina apresentaram
potencial antioxidante, aproximadamente, 40% superior as formulacdes que néo

a continham.

v’ Eficacia fotoprotetora estimada (FPS) in vitro
A eficcia fotoprotetora in vitro das oito preparacées foi determinada por
meio do equipamento de espectrofotometria de refletancia difusa. As
formulacdes que apresentaram valor de FPS acima de 6 e comprimento de onda
critico superior a 370 nm foram as formulacdes F7 e F8, selecionadas para
realizacdo dos testes clinicos de seguranca e eficacia, por serem consideradas

fotoprotetoras pela legislacéo brasileira.

v Ensaios de seguranca in vivo

As formulacdes de melhor desempenho (F7 e F8) foram aprovadas nos
ensaios in vivo de irritagcdo cutanea primaria e acumulada, sensibilizacao
dérmica, fotoirritacdo cutdnea e fotossensibilizacdo dérmica. A aplicacdo das
formulacdes in vivo ndo provocou reagdes adversas, sinais clinicos ou sensacao

de desconforto nos participantes do estudo, independente do ensaio realizado.
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v’ Eficacia fotoprotetora in vivo
A formulacdo F8, contendo o comporto bioativo rutina, apresentou aumento
de 70% no valor de FPS in vivo, comparativamente a formulacdo F7, ausente do
composto bioativo. No entanto, nenhuma das duas formulagées foi considerada de
amplo espectro de protecao, visto que apresentaram valores de FPS in vivo abaixo

de 15.

v Hidratacao superficial da pele
As formulacbes F7 e F8 néo apresentaram diferencas nas medidas de
hidratacdo cutanea superficial, demonstrando auséncia de correlacao entre o

composto bioativo antioxidante e a hidratagao da pele.
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Anexo A: Informagfes para os membros de bancas julgadoras de

Mestrado e Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAOQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pos-Graduacdo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

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

2. 0s membros da banca fardo a arguicdo 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), € facultada a
arguicdo na forma de dialogo 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 (relatdrio de defesa) a aprovacéo ou reprovacdo

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

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

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

5. Dilvidas poderdo ser esclarecidas junto & Secretaria de Pds-Graduacdo:
pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

530 Paulo, 05 de maio de 2017.

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

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cldade Universitana - CEP 05506-900 - 580 Paul - 5P
Fona: {11) 3091 3621 - Fan (11) 3001 3141 — e-mall: pgfamma@usp.br
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Anexo B: Curriculo Lattes — Leticia Costa Tomazelli

Leticia Costa Tomazelli

Endereco para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/3857481948866148
Ultima atualizacao do curriculo em 05/07/2017

Resumo informado pelo autor

Possui graduacdo em Farmacia e Bioquimica pela Universidade de Sao Paulo (2012). Foi
aluna de Iniciacao Cientifica sob orientacdo da Profa. Dra. Carlota Rangel-Yagui na FCF-USP com
o projeto " Sintese do farmaco miltefosina e estudo de sua atividade antichagasiga"- Bolsista
FAPESP Processo: 08/08491-5. Tém experiéncia na area de Pesquisa e Desenvolvimento de
novas formulagdes cosméticas, tendo trabalhado na Colgate-Palmolive e na Avon Cosméticos
como estagiaria e Analista de Pesquisa e Desenvolvimento durante o periodo de graduacdo. Em
2011 participou de um processo seletivo da CCint-USP para estudar no exterior e recebeu bolsa
de estudos para estudar na Universidade de Montréal - Canada durante o segundo semestre de
2011 e inicio de 2012, periodo em que se especializou em Quimica de Desenvolvimento e
estagiou no laboratério de farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da Universidade.
Atualmente trabalha em empresa multinacional Sinclair Pharma como Diretora de Operagoes,
gerenciando as areas de Marketing e Comercial.
(Texto informado pelo autor)

Formacao académica/titulacao

2007 - 2012 Graduag&o em Farmacia e Bioquimica.
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil, Ano de obtencao: 2012

Formagao complementar

2011 - 2012 Extensao universitaria em Baccalauréat en Chimie.
Université de Montreal, UdeM, Montreal, Canada
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Atuacao profissional

1. Sinclair Pharma Brazil - SINCLAIR PHARMA

Vinculo institucional

2016 - Atual Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Diretora de Operagdes , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicacao exclusiva

2. Estheticare Beauty Solutions - EBS

Vinculo
institucional

2012 - 2016 Enquadramento funcional: Farmacéutica, Regime: Parcial

3. Avon Cosméticos - AVON

Vinculo
institucional

2010 - 2011 Vinculo: Celetista , Enquadramento funcional: Analista de Pesquisa e Desenvolvimento ,
Carga horéria: 40, Regime: Integral
Outras informacoes:
Analista de Pesquisa e Desenvolvimento de formulas cosméticas com énfase em
Magquiagem e Skin Care.

2010 - 2010 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiéria , Carga horéaria: 30, Regime:
Parcial
Outras informagdes:
Estagiaria de Pesquisa e Desenvolvimento de Férmulas.
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4. Colgate Palmolive Ind. e Com. Ltda - COLGATE

Vinculo
institucional

2009 - 2010 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga horéria: 30, Regime:
Parcial

Outras informacoes:
Estagiaria na area de Pesquisa e Desenvolvimento Analitico.

5. Université de Montreal - UdeM

Vinculo
institucional

2011 - 2012 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 20, Regime:
Parcial

Outras informacoes:

Estégio no Departamento de farmacotécnica da Faculdade de farméacia da Universidade de
Montréal : Desenvolvimento de oral strips contendo nanoparticulas de Nistatina para o
tratamento de candidiase oral em criancas sob orientagdo do Prof. Dr. Grégoire Leclair.

6. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2008 - 2009 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagoes:
Estagiaria na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, na &rea de Farmacos e
Medicamentos, setor de Planejamento de Farmacos. Bolsista FAPESP com o projeto
"Sintese do farmaco Miltefosina e estudo de sua atividade antichagasica" realizado sob
orientacao da Prof. Dra. Carlota Rangel Yagui.
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Areas de atuacio

1. Farmacotécnica e tecnologia farmacéutica

2. Cosmetologia

3. Desenvolvimento de formulacdes cosméticas

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , L& Bem

Francés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Razoavelmente , L& Bem

Producao

Producéao bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. TANABE, C. A. Y.; PACHIONI, J. A.;; TOMAZELLI, L. C.; RANGEL-YAGUI, C. O.
Synthesis of the chemotherapeutic agent miltefosine In: Il International Symposium on Drug
Dicovery., 2011, Araraquara.

Abstract Book. , 2011.

2. TANABE, C. A. Y., SHERGUE, E. M.; TOMAZELLI, L. C.; RANGEL-YAGUI, C. O.
Synthesis of the chemotherapeutic agent miltefosine In: Simpdésio Anual de Pesquisas em
Ciéncias Farmacéuticas, 2010, Sao Paulo.

Brazilian Journal of Pharaceutical Sciences. , 2010. v.46.

Eventos

Eventos

Participacdo em eventos
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Seminario da Comisséao de Pesquisa FCF-USP, 2013. (Seminario)
Cosméticos do ponto de vista funcional: impacto da nova regulamentacéo européia sobre os
players do mercado.

Apresentacéo (Outras Formas) no(a)Desenvolvimento de formula¢cdes com foco em
maquiagem, 2011. (Oficina)
FCF-USP.

Apresentacao (Outras Formas) no(a)Seminario da Comissao de Pesquisa FCF-USP, 2009.
(Seminario)
RMN aplicada ao controle de qualidade de farmacos.

Apresentacéo (Outras Formas) no(a)Simposio de Planejamento e Desenvolvimento de
novos Farmacos para Doencgas Negligenciadas, 2009. (Simpdésio)
Fronteiras do conhecimento.
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Y. "a n u S - Sistema Administrativo da Pés-Graduag&o

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

FICHA DO ALUNO

9139 - 5926287/1 - Leticia Costa Tomazelli

Email:

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

Graduacéo:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovacéo no Exame de
Qualificacéo:

Data do Depd6sito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacéo da
Banca:

Data de Aprovacdo da Banca:

Data Méaxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

leticia.tomazelli@usp.br

29/09/1988

RG - 35.007.612-1 - SP

Estado do Rio Grande do Sul

Brasileira

Farmacéutica-Bioquimica - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas - Universidade de Séo Paulo - Sdo Paulo -
Brasil - 2012

Doutorado Direto

Farmaco e Medicamentos
Producéo e Controle Farmacéuticos
11/07/2013

11/07/2013

11/07/2017

Prof(a). Dr(a). André Rolim Baby - 11/07/2013 até o
presente. Email: andrerb@usp.br

Inglés, Aprovado em 11/07/2013

Aprovado em 21/09/2015

Primeira Matricula em 11/07/2013
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Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolucédo n® 5473 em vigor de 18/09/2008
até 19/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 30/01/2017
Impresso em: 05/07/2017 10:52:47
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Va n u S - Sistema Administrativo da Pés-Graduacdo

DE DF ¢

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

FICHA DO ALUNO

9139 - 5926287/1 - Leticia Costa Tomazelli

. - Término| Horari
Disciplina
Tépicos Gerais de
FBF5777- FArMaco e 13/02/201 28/05/201 a5 3 93 A N Concluida
3/2 : 4 4
Medicamentos |
Utilizagéo de
Sistemas
Biolégicos In Vitro,
Ex Vivo e In Vivo
FBF5811- na Avgllagao de 17/02/201 30/03/201 30 2 80 A N  Concluida
1/1 Eficacia e 4 4
Seguranga de
Farmacos,
Medicamentos e
Cosméticos
Estratégias e
Gerenciamentos .
FBT5706- de Processos 10/03/201 11/05/201 45 0 ) ) N Matricula
3/1 P 4 4 cancelada
Farmacéuticos e
Biotecnoldgicos
Formulacao de
FBF5702- Produt,o.s 04/08/201 07/09/201 75 5 89 A N  Concluida
6/1 Cosmeéticos e 4 4
Cosmecéuticos
Preparacéo e
FBF5706- Emprego de 06/10/201 16/11/201 .
712 Padrées 4 4 60 0 0 R N  Concluida
Farmacéuticos
Preparo de Artigos
Cientificos na Area Pré-
FBT5700- de Tecnologia 08/05/201 09/07/201 9 0 ) ) N matricula
3/2 C o 5 5 . -
Bioquimico- indeferida
Farmacéutica
FBF5805- Dellne_amento de 05/08/201 13/10/201 90 6 100 A N  Concluida
2/1 Experimentos e 5 5
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Ferramentas
Estatisticas
Aplicadas as
Ciéncias
Farmacéuticas

Marketing para
Empreendedorism
o (Faculdade de
EAP5015 Economia, 06/08/201 27/11/201
-1/2 Administracéo e 5 5
Contabilidade -
Universidade de
Sao Paulo)

120 8 93 A N  Concluida

Administracao
Estratégica
(Faculdade de
EAP5002 Economia, 04/08/201 30/11/201
-1/5 Administracéo e 6 6
Contabilidade -
Universidade de
Sao Paulo)

120 8 80 A N  Concluida

FBF5779- reparode Artigos 6551501 19/05/201
Cientificos na Area

3/ de Farmécia 7 7

L .- , . _ Créditos '

90 6 89 A N  Concluida

FEDE) GRS G Para depésito de tese
qualificacao

‘Dlsupllnas

[Estagios: | | |
Total: | 0 | 25 | 38

Créditos Atribuidos a Tese: 167

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 Regular em 30/01/2017
Impresso em: 05/07/2017 10:52:47




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

FICHA DO ALUNO

87

9139 - 5926287/1 - Leticia Costa Tomazelli

3755071 André Rolim Baby FCF - USP Presidente

Ultima ocorréncia: Matricula Regular em 30/01/2017
Impresso em: 05/07/2017 10:52:47



88

Anexo D: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W

UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEFP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fotoprotetores bioativos multifuncionais contendo rutina, octil dimetil PABA e
avobenzona: caracterizagdo fisico-quimica, funcional e eficacia clinica

Pesquisador: André Rolim Baby

Area Tematica:

Versdao: 3

CAAE: 42095415.3.0000.0067

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

DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer: 1.421.928

Apresentagio do Projeto:

O presente projeto foi inicialmente apreciado em reunido do CEP em margo de 2015 & posteriormente em
reunido de junho de 2015 Nesta versdo, o pesquisador apresentou as alteragdes recomendadas no
respectivo parecer, conferme descrito em carta e apresentado nos TCLEs. A apresentacdo do projeto esta
abaixo & segue exatamente o primeirc parecer, uma vez gue ndo houve alteragdo do projeto.

Apresentagdo do Projeto:

0O presente projeto tem como proposta desenvolver e avaliar (in vitro e in vivo) protetores solares
multifuncionais contendo rutina associada a filtros solares. Tal proposta se fundamenta na crescente
necessidade de utilizagdo de fotoprotetores por parte da populagdo em fungdo da conscientizagdo guanto
aos efeitos deletérios da radiagdo solar, entre eles o fotoenvelhecimento e o cdncer de pele. Este fato,
alinhado &s inovagdes propostas pela Indistria Cosmética, tornou o uso de protetores solares parte
integrante do dia-a-dia da populagdo, seja em sua forma tradicional, ou associado a produtos cosméticos
diversos, como maguiagens e hidratantes. Os filtros solares sdo substincias capazes de absorver e refletir
apenas uma parte da radiagdo ultravicleta que atinge a pele durante a exposicdo a radiagio solar. Por este
mtive, & fundamental
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que para a obtengo de uma acdo fotoprotetora efetiva, associem pelo menos dois tipos de filtros quimicos
{objetivando ampliar a absorg8o da radiagdo UV neos intervalos UVE e UVA), com compostos antioxidantes
capazes de atuar na pele protegendo-a dos radicais livres formados durante a exposigio. Esta combinagdo
entre filtros UVA & UVB com compostos antioxidantes confere as formulagdes a caracteristica de
multifuncionalidade. Atualmente existe um crescente interesse no potencial fotoprotetor e antioxidante de
substincias bioativas, consideradas como alternativas seguras e eficazes para redugdo da concentragdo
dos filtros solares sintéticos e incorporagde da atividade antioxidante no preduto. Entretanto, conforme
descrito no projeto, a literatura cientifica envolvendo a incorperagiio de substincias bicativas de origem
natural em formas farmacéuticas de uso cosmeético & escassa, em especial, os sistemas emulsionados.
Apesar da disponibilidade de diferentes classes de filtros solares quimicos, extratos vegetais e substdncias
naturais isoladas, o mercado nfo dispde de formulagBes fotoprotetoras possuindo associagdes de filtros
solares guimicos com flavonoides isolados de eficacia comprovada. Dentre os compostos naturais diversos
utilizados em formulagdes cosméticas, os flavenoides apresentam propriedades funcionais gue favoreceriam
o seu uso em fotoprotetores. A rutina & um flavonoide que tem se destacado como substincia bioativa ja
utilizada na prevengéo ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e da fragilidade ou permeabilidade
capilar que faz parte da biodiversidade brasileira e que & extraida da Fava d'anta, espécie responsavel pela
produgio de 50% do composto no mundo. Assim, diante do exposto, este projeto de pesquisa tem como
principal objetive o desenvolvimento e a avaliago de formulagdes fotoprotetoras associadas a rutina. Os
filtros solares octil dimetil PABA e avobenzona, considerados de elevada seguranca e utilizados ha muitos
anos em produtos cosméticos, sero combinados ao composto bioativo rutina. A primeira etapa do projeto
envolve o desenvelvimento de 8 formulagdes fotoprotetoras na forma de emulsdo, combinando diferentes
concentragdes dos compostes atives (filtros solares) e bicativos (rutina). Em seguida, estas formulagdes
terdo suas caracteristicas fisico-guimicas (aspecto, cor, odor, valor de pH e viscosidade aparents) e
funcionais (atividade antioxidante in vitro, Fator de Proteg&o Solar - FPS estimado in vitro e fator de protegéo
solar UVA) determinadas. Finalizados estes testes, sera realizado o teste de permeacdo cutdnea in vitro em
modelo de célulaz de difusio para avaliagSo de seguranga das formulagGes antes de se iniciarem os testes
clinicos. A partir desta etapa, apenas as 4 formulagdes de melhor desempenho serdo testadas por meio dos
testes in vivo. Para este estudo, serfo selecionados um total de 155 voluntarios, sendo 95 participantes para
a execucdo dos sequintes ensaios de seguranca in vivo: imitago cutdnea primana, imitagdo cutdnea
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acumulada, sensibilizacdo dérmica, fotoirritagdo e fotossensibilizago, conforme preconizado nos guias e
legislagdes internacionais de seguranga de produtos cosméticos. Adicicnalmente, 60 participantes serfio
selecionados para realizagdo dos seguintes enzaios de eficacia: Fator de protego solar in vivo, Hidratag8o
superficial da pele e atividade antioxidante da pele ex vivo. A inclusdo de cada participante acs estudos de
eficacia e seguranca in vivo se dard por meio de critérios de inclusfo e exclusdo previamente definidos e
descritos no projeto, além do entendimento e assinatura do Termo de Consentimenta Livre & Esclarscida,
mantendo-se o anonimato do participante e garantindo a sua saida do estudo, voluntariamente, a qualquer
momento. 02 ensaios in vitro, ex vivo & in vivo serSo conduzidos na empresa IPclin - Instituto de Pesgquiza
Clinica Integrada e na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de 530 Paulo, com
acompanhamento dos participantes por uma médica dermatologista & por um pesquisador vinculado &
instituig&o universitaria, durante todas as etapas do estudo. Por meio dos resultados desta pesguisa, espera
-s& COMprovar a seguranca e a eficacia das formulagdes fotoprotetoras multifuncionais desenvolvidas.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta do projeto envolve o desenvolvimento de oito sistemas fotoprotetores multifuncionais, contendo o
composto bioative rutina associada a dois filtros solares, octil dimetil PABA (filtrc com proteco contra a
radiagdo UVB) e avobenzona (filtro com protegdo contra as radiagdes UVA ). Os objetivos do projeto sero
08 seguintes:

(i)Preparo e avalia gﬁn da estabilidade preliminar de fotoprotetores bicativos multifuncionais compostos por
octil dimetil PABA (filtro org&nico UVB), avobenzona (filtro orgdnico UVA) e rutina (composto bioativo),
associados ou ndo;

(i} Caracterizagfo fisica e fisico-guimica das formulagdes;

(iii)Determinagdo da atividade anfirradicalar in vitro das preparagdes;

(iv) Avaliagdo da eficacia fotoprotetora in vitro;

(v) Estimativa da seguranta in vitro das formulagdes;

(iv) .Ewaliagﬁn da seguranga das 4 fnn'ﬂulagﬁes de melhor desempenho in vivo, por meio dos ensaios de
irritagdo cutdnea primaria, irritagdo cutdnea acumulada,sensibilizagio

démmica, fotoimitagdo e fotossensibilizagao;

(vi) Avaliagdo do potencial antioxidante da epiderme (inibigio da formacdo de radicais livres e da oxidag8o
de lipideos) promovida pelas 4 formulagdes de melhor desempenho;

(vii) Determinag&o da eficacia clinica das 4 formulagBes antissolares de melhor desempenho por
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meio da chtengdo do fater de protegBo sclar (FPS) estatico & da hidratag&o superficial da pele.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Em relagio aos riscos, consta descrito no projeto que todas as matérias-primas selecionadas para as
formulagdes sdo referenciadas, aprovadas para uso topico nas concentragdes propostas e
reconhecidamente seguras. Adicicnalmente, as formulagdes serfio preparadas seguindo as Boas Praticas
de Fabricagde e Controle. Entretanto, como qualquer produte cosmético, podera causar reagdes
inesperadas como iritagdo, inchago, coceira e ardor nos locais de aplicagdo. O pesquisador garante que
qualguer reag&o adversa provocada pelo produto em teste ouprocedimentos realizados sera acompanhada
pelos responsaveis pelo projeto (incluindo médico dermatologista), com formecimento de suporte e
esclarecimentos aos participantes, garantindo sua salde, seguranga & bem-estar plenc. Embora ndo
existam beneficios diretos aos participantes do estudo, o mesmo podera trazer beneficios futuros &
populagdio, uma vez que garantird 4 comunidade um produte seguro e eficaz.

Comentarios e Congideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme exposto no item "Apresentacio do Projeto”, 0 mesmo contemplara as etapas de desenvolvimento
de 8 formulagdes de fotoprotetores multifuncienais, contendo o composto bioative rutina associada a dois
filtros solares; caracterizagdo e avaliagdo in vitro destas formulagdes; selegdo de 04 formulagdes que
apresentaram melhor desempenho in vitro e avaliagdo destas por meio de ensaios in vive com a
participago de voluntarios. Para o estude in vivo, sero selecionados o total de 155 veluntarios, sendo 95
participantes para a execug&o dos ensaios de seguranca in vive (imitagSo cutdnea primaria, irritagdo cutinea
acumulada, sensibilizagdo dérmica, fotoirritagdo e fotossensibilizagdo), conforme preconizade nos guias e
legislagdes internacionais de seguranga de produtos cosméticos. Adicionalmente, 60 participantes serdo
selecionados para realizagio dos seguintes ensaios de eficacia (Fator de protegio solar in vive, Hidratag8o
superficial da pele e atividade antioxidante da pele ex vivo). Os critérios de inclusdo e exclusdo estio
descritos no projeto. Destaca-se que para a inclusdo, os voluntarios deverdo apresentar as seguintes
caracteristicas:(i) participantes saudaveis; (i) ambos oz sexos; (i) idade entre 18 60 anos; (iv) pele integra
na regido de teste; (v) concorddncia em aderir aos procedimentos do estudo, por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Encontra-se descrito nesta versdo do projeto gue todos os ensaios in vivo, com excegdo do Tape Stripping

ex vivo, serdo realizados no IPclin — Instituto de Pesquisas Clinicas Integradas, localizado
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em Jundiai-5P (este instituto presta servico em pesguisa clinica, com realizagSo de testes de seguranga e
eficacia de produtos cosméticos). O ensaio Tape Stripping ex vivo sera realizado na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. Os ensaios in vivo estdo detalhadaments descritos, incluindo
os esclarecimentos guanto ao local (e condigdes) onde serfo realizados os ensaios in vivo; a forma como
serdo recrutados os voluntarios € come eles serdo acompanhados no estudo. Em relagéo as formulagdes a
serem desenvelvidas, também foram indicadas no projeto a origem da rutina e como se dard a sua utilizagdo
nas formulagdes.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Conforme descrito em pareceres anteriores, este estudo envolve a participago total de 155 voluntarios; néo
& um estudo multicéntrico; a Folha de Rosto estd corretamente preenchida; ha a descrigdo da equipe
(pesquisador responsavel; pos-graduando & o médico dermatologista) e das atribuigdes de cada
colaborador; as declaragdes de participagdo dos

colaboradores estdo anexas ao processo; foram apresentadas as declaragdes de anuéneia do
Departamento de Farmacia da FCF/USP e do IPclin Instituto de Pesquisa Clinica Integrada, onde serdo
realizados og estudos in vive; o2 curriculos do pesquisador responsavel, da médica (pesquisadora
colaboradora) e da aluna da pos-graduacdo (incluide nesta versdo) constam na Plataforma Lattes e
demonstram competéncias para a realizagdo do projeto.

Os TCLEs apresentados foram devidamente readequados, conforme a seguir:

Recomendagdoe 1 - Mo TCLE de "Avaliagdo da hidratagio da pele” - esclarecer para o voluntario da
pesquisa se sera fornecida alguma refeigio, uma vez que este permanecera por nove horas no local para o
ensaio.

Resposta: Sim, sera oferecida refeigfo. Esta informacée foi incluida no TCLE "Avaliag8o da hidratag8o da
pele HOWO MODELO™ e encontra-se em destaque em amarelo para facil consulta.

Recomendagdo 2 - No TCLE de "Avaliagio da atividade antioxidante” - esclarecer para o voluntario o
significade de “desconforto minimo® provocado pelos ensaios com as fitas adesivas.

Resposta: O “desconforto minimo® foi caracterizado pelo pesquisador comao “semelhante a retirada de um
band-aid da pele” e a descrigdo foi incluida no TCLE "Avaliagdo da afividade antioxidante NOVO MODELO"
e grifada em amarelo.

Recomendagdo 3 - Mos TCLE de "Avaliagdo do Fator de Protegdo Solar (FPS)" & “Avaliag&o da fotoimitagdo
e fotossensibilizag8o cutdnea" - esclarecer para o voluntario o significade de "desconforto minimo™ em
relagdc a aplicagdo da radiag@o que simula a radiagdo solar.

Resposta: O “desconforto minimao” foi caracterizado pelo pesquisador como “semelhants ao
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contato com uma superficie guente durante poucos minutos” e a descrigdo foi incluida em ambos TCLE's
“Avaliagdo do Fator de Protegdo Soclar (FPS) NOVO MODELO" e “Avaliagdo da fotoirritagdo e
fotossensibilizag8o cutdnea NOVO MODELO® e grifada em amarelo para facil consulta.
Recomendagdo 4 - Esclarecer e, se for o caso, corrigir os TCLEs, informando inclusive quem se
responsabilizara pelo atendimento dos voluntarios em S8o Paulo, durante 24 horas, todos os dias, inclusive
feriados e fins de semana, no caso de alguma intercoméncia, do mesmo modo que esta descrito para os
participantes residentes em Jundiai.

Resposta: Conforme informag&o do pesquisador, o Unico teste que sera realizado na cidade de Sdo Paulo,
no Laboratdrio de Cosmetologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP & o da “Atividade
antioxidante™. Durante este teste, o pesquisador responsavel Prof. Dr. André Rolim Baby e a pesquisadora
associada Leticia Costa Tomazelli ser@o responsaveis por prestar atendimento em casos de intercorréncias,
encaminhando e acompanhando os voluntarios ao Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo. Os
pesquisadores estardo disponiveis durante 24 horas, todos os dias, inclusive ferdados e fing de semana. Tal
informag&o foi incluida na vers&o do TCLE: “Avaliagdo da atividade antioxidante NOVO MODELO™
Recomendagdo 5 - O TCLE deve seguir o modelo disponivel na secretaria do CEP

Resposta: Todos os TCLEs foram readeqguados ao modelo disponivel na secretania

do CEP, sendo nomeados na plataforma Brasil com a terminagéo “NOVO MODELO".

Recomendagdes:

M&o ha recomendagbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Mao ha pendéncias. Todas as recomendagdes feitas no parecer anterior foram acatadas.

Consideragies Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser considerado aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentog abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas PE_INFDHMAQ@ES_EJ&SICAS_DO_F’ 13012018 Aceito
do Projeto ROJETO 4B66581.pdf 15:08:05
TCLE / Termos de | Carta_resposta_ao_comite_de_etica pdfl 13/01/2016 |André Rolim Baby Acsito
Assentimento [ 15:01:42
Justificativa de
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Auséncia Carta_resposta_aoc_comite_de_etica_ pdf] 13/01/2016 |André Rolim Baby Aceito
15:01:42
TCLE / Termos de | TCLE_Hidratacao_da_Pele_NOVO_MO | 13/01/2016 | André Rolim Baby Aceito
Assentimento | DELO doc 14:53:19
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Fotossensibilizacao_e_Fotoimitac| 13/01/2016 |André Rolim Baby Aceito
Assentimento / ao_MNOVO_MODELO .doc 14:52:25
Justificativa de
Auszéncia
TCLE / Termos de | TCLE_Fator_de_Protecao_Solar_MOVO| 13/01/2016 | André Rolim Baby Aceito
Assentimento / _MODELO . doc 14:51:41
Justificativa de
Auszéncia
TCLE / Termos de | TCLE_Afividade_Antioxidante_da_Pele_| 13/01/2016 |André Rolim Baby Aceito
Assentimento / NOVO_MODELO.doc 14:50:31
Justificativa de
Auszéncia . ]
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22042015 Aceito
do Projeto ROJETO 466581.pdf 23:50:37
Outros Curriculy do Sistema de Curriculos 2210472015 Aceito
Lattes (Leticia Costa Tomazelli). pdf 234811
Projeto Detalhado / |PROJETO COMPLETO PARA COMITE | 22/04/2015 Aceito
Brochura DE ETICA - VERSAO 2.pdf 23:47:13
Investigador
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/02/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 466581.pdf 16:14:51
TCLE / Termos de  |[2014.05.20] TCLE - Imitagdo Cutanea 231022015 Aceito
Assentimento / Primaria, Imitagdo Cutdnea Acumulada | 16:12:01
Justificativa de Sensibilizagdo Dérmica.doc
Auszéncia
Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO pdf 231022015 Aceito
16:10:31
QOutros Descrigio da Equipe de Pesguisa.pdf 180272015 Aceito
16:33:37
Outros DECLARACAO DE PARTICIPACAD 18/0212015 Aceito
{Leticia Tomazelli Yoshida) pdf 16:33:21
Outros DECLARACAO DE PARTICIPACAD 18/0212015 Aceito
(DRA. LEILA BLOCH).pdf 16:33:08
Outros DECLARACAO DE ANUENCIA 18/0212015 Aceito
INSTITUICAD CO-PARTICIPANTE 16:32:58
(IPCLIN}.pdf_ i}
Outros DECLARACAO DE ANUENCIA DO 18/0212015 Aceito
DEPARTAMENTO (FCF-USP).pdf 16:32:42

Situagdo do Parecer:
Aprovado
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Anexo E: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os
ensaios de Irritacdo Cutanea Primaria, Irritacdo Cutanea Acumulada e
Sensibilizagcdo Dérmica

P

Universidade de 5 Sao Paulo e ——

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

AVALIACAO DA IRRITAGAO CUTANEA PRIMARIA, IRRITAGAO CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZAGAO DERMICA

1. Informagdes do Participante da Pesquisa (para preenchimento)

Mome:
Documento de Identidade (ndmero): SexoLl IM [ F
Local de Mascimento: Crata de Mascimento: __

Endereco:

Comglemento: Bairro: CEF:
Cidade: Estadao:
Telefone (rezidencial): Telefone (celular):

2. Dados sobre a Pesquisa

Titule da Pesquiza: Fotoprotetores bioativos multifuncionais contendo rutina, octil dimetil PABA
e avobenzona: caracterizacdo fisico-guimica, funcional & eficacia clinica

Pesquisador Responsavel: Dr. André Rolim Baby / fone: (11) 3091-2353..8 (11) 942250033
- Profiessor Doutor da Universidade de S&o0 Paulo (Faculdade de Cigncias Farmacéuticas)

iadn; Leficia Costa Tomazelli Yoshida f fone: (11) 3081-2355 &

i1 1)'191?|:|1 910
- Peszguizadora da Universidade de 530 Paulo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas)

hedico Dermatologista: Ora. Leila David Bloch f fone: (11) 2609-2000.2 (11) §7030-2777
- Diretora Médica do |Pglin, Instituto de Pesquisa Clinica Integrada

Duracdo da Pesquisa: 5 semanas Risco da Pesguisa: Minimo

Faixa etaria dos participantes da pesquisa: de 15 a 60 anos

Woré esta sendo convidado a participar de uma pesguiza gue tem como objetivo avaliar o
potencial irmtante efou alergénico de produtos cosmeticos fotoprotetores. Pedimos gue leia
detalhadamente este Termo de Consenfimento e, apenas se concordar com os itens
mencionados, assine-o em duas vias (uma delas sera entregue a voce). Todas as dovidas.
suoidaz durante ou apos o estudo serdo prontamente esclarecidas.

Favor, rubricar todas as paginas deste Termao de Consentimento Fagina 1de 4
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

AVALIACAO DA IRRITACAD CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAD CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZAGAO DERMICA

Para a realizacio deste estudo, wocé comparecera ao Instituto de Pesquizsa em dias pré-
estabelecidos, durante cinco semanas. Mo primeiro dia, serd realizada uma avaliagdo clinica da
sua pele por um médico dermatologista, com posterior aplicacdo de um adesivo, contendo gis)
produtod{z) em teste, em suaz cosztas.

Apos doiz dias de contato ggs) produto(s) com a pele, vocé retornara ao Instituto para a
remocén do adesivo e leffura das aress de suas costas expostas aois) produtol(s), com
avaliarfo de possiveis reagdes de iritacdo primaria.

Durante &3 trés semanas seguintes, a etapa de aplicac@o (descrita acima) sera repetida em
diaz pré-estabelecidos, com reaplicacdo gofs) produtols) sempre no mesmo local de suas
costas, por meio da troca do adesivo. A sua pele serd avaliada a cada etapa de aplicacdo, para
avaliacdo de possiveis reagoes de imitagdo acumulada.

Apos o periodo de aplicacdo de trés semanas, havera um periodo de repouso de, no minima,
10 diag, onde nenhum adesivo sera aplicado ou ficara em suas costas. Meste perfodo, vocé ndo
precizara comparecer ao Instituto em nenhum dia.

Apds o periodo de repouso de 10 dias, vocé retornara ao Instituto para aplicagdo de um nowva
adesivo contendo g=) mesmols) produtois) em teste, em local virgem de suas costas (ndo
utilizado anteriommente para aplicagéo de adesivos).

Finalmente, apos dois dias de contato do produto com a sua pele, vocé retomara ao Instituto
para & remocdo do adesivo e leitura das areas de suas costas expostas ao produto, com
avaliacdo de possiveis reacdes de sensibilizacdo efou alerngia.

Solicitamos gue durante o periodo de estudo (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio e frés
diaz apés a zua finalizacdo) vocé ndo altere ssus habitos de higiene, dista, medicamentos,
cosméticos e exercicios; ndo s2 exponha excessivamente ao sol; & ndo aplique qualguer
praduto no local de realizacdo do teste.

Fawvor, rubricar todas as pagnas deste Termo de Consendimento Fagina 2 de 4
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

AVALIACAO DA IRRITAGAD CUTANEA PRIMARIA, IRRITAGAD CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZAGCAO DERMICA

Todas as substdncias que compdem o produte s&o de uso habitual e consideradas seguras
para & finalidade gue se destinam & na forma de aplicacdo proposta. Mo entanto, ainda que
raras, ressaltamos que reacdes inesperadas, decorrentes da aplicacao topica dgfs) produtolz)
em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato efou alérgica com intensidades
variaveis, podendo ser graves.

Garantimoz gue os cuidados 2 acompanhamento necessaros serdo formecidos pelos
pesquisadores & médico dermatologista, durante fodas as etapas do estudo. Caso wvocé
necessite de assisténcia medica ou esclarecimento, favor entrar em contato com o IPglin.
Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua Pieme Curie, 520, Jardim da Sadde, S&o Paulo,
CEP: 04290-050, telefone: (11) 2609-2000 (horario comercial) ou (11) 97030-2777 (contato de
emergéncia disponivel 24 horas).

Em caso de reaples adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial efou
internacdo, 05 responsaveis pela pesguisa, incluindo médico dermatologista, Ihe acompanharia
até o Complexo Hospitalar Helidpolis (Rua Conego Xavier, 276, Sacoma, 380 Baulg...
CEP: 04231-030, telefone: (11) 2067-0200), gue apresenta infrasstrutura adequada para
gualquer fratamento que se faca necessario. Garantimos que todas as despesas decomentes
do tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis por esta pesquisa.

Yoré ndo obterd nenhum beneficio financeiro e & sua salde, pois este & um produto cosmético.
Mo entanto, vooé estard ajudando, comao participante desta pesquisa, a ampliar o conhecimento
sobre a seguranga e eficacia de produtos cosmeéticos. Garantimos gue as suas despesas,
decorrentes exclusivamente da participacao nesta pesquisa, serdo completamente ressarcidas.

Todas as informagdes obtidas e declaradas por vocé serdo fratadas de mansira confidencial,
sendao gue apenas &s pessoas diretamente ligadas a este estudo & autoridades legais poderdo
ter acesso, sem com isso, violar a confidencialidade. Se o3 resultados do estudo forem
publicados, sua identidade continuara sendo preservada.

YWood pode retirar sua paricipacdo a gualguer momento do estudo, comunicando sua
desisténeia ao pesquisador responsavel pelo seu acompanhamento, sem que igso acammete
gualquer conseguéncia negativa a vocé.

Fawor, rubricar todas as paginas deste Termo de Consentimento Pagina 3 de 4
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TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

AVALIACAO DA IRRITACAO CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAO CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZAGAO DERMICA

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesgquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em paricipar do presente Protocolo de Pesquisa.

SHo Paulo, de de

Azsinatura do Paricipants de Pesquiza Aszsinatura do Pesquisador Responsavel

Para gualquer questdo, divida, esclarecimento ou reclamacéo sobre aspectos eticos relativos a
este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquiza da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo: &v. Prof Lineu
Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantd, S8o0 Paulo, CEP: 055038-000, telefones (11) 3081-3622 e
(11 2091-23877, e-mail: cepfefi@usp.br.

Fawvor, rubricar todas as paginas deste Termao de Consentimento Fagina 4 de 4
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Anexo F: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o
ensaio de Fotossensibilizacdo e Fotoirritacao

unnersdade O ogo 3

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

1. Informacoes do Participante da Pesquisa

Mome:

Documento de ldentidade (tipo): [ N zexoo{ )M [ )F
Local de Nascimento: | Data de Mascimento: [ [
Enderego: | N
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Informagdes do Responsavel Legal

MNome:

Documento de ldentidade (tipo): [ N Sexo:{ )M [ )F
Local de Mascimento: | Data de Mascimento: [ [
Enderego: [ M=
Complementos: | Bairra:

Cidade: | Estado:

CEF: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

Fotoprotetores bicatives multifuncionais contendo rutina, ggfil dimetil PABA e ayohenzana;
caracterizacao fizico-guimica, funcional e eficacia clinica

4, Duragdo da Pesquisa
[21 DIAS

b, Nome do Pesquisador Responsavel

Or. Andre Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358 & ({11) 94225-0033

Cargal Fungao: M* de reqistro do Conselho Regional:
Brofessor Doutor da Universidade CRF-SP 30976

de S&o Paulo (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuficas).

6. Institwicdo/Instituighes
[IPclin Instituto de Pesguiza Clinica Integrada |

“oré estd sendo convidado a pardicipar de uma pesguisa gue tem como objetive avaliar o
potencial irritante efou alergénico de produtos cosméaticos fotoprotetores, apds exposicdo
a fonte emizsora de luz que reproduz & radiacdo solar. Pedimos gue leia detalhadamente
este Termo de Consentimento e, apenasz se concordar com o2 itenz mencionados, assine-

Pagina 1de 4
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

o em duas vias (uma delas sera entregue a vocé). Todas as dividas suridas, durante ou
apos o estudo serdo prontamente esclarecidas.

Para a realizacdo deste estudo, vocé comparecera ao Instituto de Pesquisa em dias pré-
estabelecidos, durante cinco semanas. Mo total, seré necessario gue vood compareca ao
local de estudo em 21 dias. 12 dias consecufivos (sem contar oz domingog) & mais 3 dias
conzecutivos apds um periodo de repouso de 10 digs. Mo primeiro dia, sera realizada uma
avaliacdo clinica de sua pele por um médico dermatolegista, com posterior aplicacdo de
um adesivo pequenc, de cerca de 1om2, confendo gf=) produtols) em teste, em suas
costas.

Apds 24 horas de contato gols) produtols) com a pele, vocé retornard ao Instituto para a
remocdo do adesiva. Apds 30 minutos da retirada do adesivo, a érea de aplicacdo dos
procdutos sera exposta a uma fonte emissora de luz que reproduz a radiacdo solar ILUNVA
[320-400nm) par.cema. de Gminutos 2 40 segundos. A energia desta fonte, correspondera
a uma exposicdo por este tempo ao ol em um dia ensolarado. Por e tratar de um tempo
peqgueno, o desconforto sera minimo, semelhante a0 contato com uma superficie quentes
durante poucos minutos. A leitura das areas de suas costas expostas ggls) produtols)
serd realizada 24 horas apds a etapa de exposicdo a fonte de luz, com avaliacdo de
posziveis reagoes de fotoirmitaco primaria.

Por se tratar de um periodo pegueno de realizac8o de testes ndo =era neceszario realizar
refeicties no local de realizacdo da pesquisa.

Durante as trés semanas seguintes, a etapa de aplicacdo e exposicdo a fonte de luz
(descrita acima) sera repefida em dias pré-estabelecidos. com reaplicacao  dgls)
produtofs) sempre no mesmo local de suas costas, por meio da troca do adssivo. A sua
pele serd avaliada apds cada etapa de exposiclo a fonte de luz, para avaliacdo de
possiveis reacdes de fotoiritacdo acumulada.

Apos o periodo de aplicacéo de trés semanas, havera um periodo de repouso de, no
minimo, 10 diag, onde nenhum adesivo sera aplicado ou ficara em suas costas. Meste
peniodo, vooe nao precizara comparecer ao Instituto em nenhum dia.

Apos o perindo de repouso de 10 diag, vocé retornard ao Instituto para aplicacdo de um
novo adesivo contendo Qfs) mesmols) produtois) em teste, em local virgem de suas
costas (ndo utilizado anteriormente para aplicac&o de adesivos).

Finalmente, apis 24 horas de contato do produto com a sua pele, vocé retomara ao
Institute para & remocdo do adesivo e exposicdo da drea de aplicacdo a uma fonte
emizsora de luz que reproduz a radiaclo solar A leitura das areas de suas costas
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO — TCLE

expostas gois) produto(s) sera realizada 24 horas apds a Oftima etapa de exposicdo a
fonte de luz, com avaliagao de possiveis reagdes de fotossensibilizacdo.

Solicitamos que durante o periodo de estudo (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio
e trés dias apds a sua finalizacdo) vocé ndo altere seus habitos de higiene, dieta,
medicamentos, cosméticos e exercicios; néo e exponha excessivaments ao sol;, & ndo
aplique gualguer produto no local de realizacdo do teste.

Todas as substancias que compdem o produto uso habitual e consideradas seguras para
a finalidade que se desfinam e na forma de aplicacdo proposta. Mo entanto, ainda que
raras, ressaltamos gue reacdes inesperadas, decomentes da aplicacdo topica dgls)
produto{s) em teste, podemn ocomer, incluindo dermatites de contato efou alérgica com
intensidades variaveis, podendo ser graves.

Garantimos gue og cuidados & acompanhamento necessarios serdo fomeidos, fomecidns
pelos pesquisadores & meédico dermatologista durante todas as etapas do estudo. Caso
voce necessite de assisténcia médica ou esclarecimento, favor entrar em contato com o
IPclin. Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua Pierre Curie, 520, Jardim da Salde,
Sao Paulo, CEP: 04290-050, telefone: (11) 2609-2000 ou (11) 97030-2777 (contato de
emergéncia disponivel 24 horas).

Em caso de reacdes adversas que necessitemn de acompanhamento ambulatorial efou
internacdo, 0% responsaveis pela pesquisa, incluindo médico dematologista, |he
acompanhardo até o Complexo Hospitalar Helidpolis (Rua Cdnego Xavier, 276, Sacoma,
SE0 Pauln.. e CEP: 0£231-030, telefone: (11) 2067-0300), que apresenta
infraestrutura adequada para gualquer fratamento que se faca necessario. Garantimos
que todas as despesas decomentes do tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos
responsaveis por esta pesquisa.

“oré ndo obterd nenhum beneficio financeiro & & sua =alde, pois este & um produto
cosmético. Mo entanto, wocd estara ajudando, como participante desta pesguisa, a
ampliar o conhecimento scbre a seguranca e eficacia de produtos cosméticos.
Garantimos que as suass despesas, decorrentes exclusivamente da participacfio nesta
pesquisa, serdo completaments ressarcidas.

Todas as informacdes obtidas e declaradas por wvocé serBo tratadas de maneira
confidencial, sendo gue apenas as pessoas diretamente ligadas a este estudo e
autoridades legais poderdo ter acesso, sem com isso, violar a confidencialidade. Se os
resultados do estudo forem publicados, sua identidade continuara sendo preservada.

“oroé pode retirar sua participacdo & qualguer momento do estudo, comunicando sua
desisténcia ao pesquisador responsavel pelo seu acompanhamento, Sem gue iss0
acarrete qualguer conseguéncia negativa a vocé.
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Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicads, consinto em participar do presente Protocolo de

Pesquisa.

Séo Paulo, de da

Azsinatura do Parlicipante de Peszguiza Assinatura do Pesquisador Responsavel
ou do Responzavel Legal

Para qualquer questio, divida, esclarecimento ou reclamacio sobre aspectos éficos
relativos a este protocolo de pesquisa, favaor entrar em contato com o Comité de Efica
em Pesquisa da Faculdade de Ciénciaz Farmacéuticas da Universidade de S53o
Paulo: &v. Prof. Lineu Prestes, 530, Bloco 13 A, Butantd, S&o Paulo, CEP 05508-000,
Telefones 3091-3622 e 3091-3677, e-mail: cepfcfi@usp.br.

Paginadded
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Anexo G: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) parao
ensaio de Hidratacdo Cutanea

PT— . - el —
unnersidade o8 oao Faulo . i

Faculdads de Ciéncizs Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

1. Informagoes do Participante da Pesquisa

Mome:

Documento de ldentidade (tipo): [ Mo zexoc{ JM [ )F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: 7 [
Endersgo: [ Ne:
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estadao:

CEF: | Telefones:

2. Informacgdes do Responsavel Legal

Mome:

Documento de ldentidade (tipo): [ Ne sexos | JM [ )F
Local de Nascimento: | Data de Mascimento: / /
Endersgo: [ Ne
Complementaos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEF: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

Foloprotetores bicativos multifuncionais contendo ruling, opiil dimetil PABA & ayohenzona
caracterizacdo fizico-quimica, funcional e eficacia clinica

4, Duracdo da Pesquisa

[ 2 DIAS (9 horas no primeino dia & 1 hora no segundo)

b, Nome do Pesquisador Responsavel

Dr. Andre Rolim Baby / fone: (11) 3091-2358 e (11) 94225-0033

Cargol Funcao: M de registro do Conselho Regional:
Professor Doutor da Universidade CRF-5P 30976

de 580 Paulo (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuficas).

6. Instituicao/instituighes
[ [Pclin, Instituto de Pesguiza Clinica Integrada |

Woré esta sendo convidade a padicipar de uma pesguisa gue tem como objetive avaliar a
hidratacdo da pele apds a aplicacdo de produtos cosmeticos foloprotetores. Pedimos que
leia detalhadamente este Termo de Consentimento e, apenas se concordar com og itens
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mencicnados, assine-o em duas vias [uma delas sera entregue a vocé). Todas as duyidas..
summidas durants. ou apos o estudo serdo prontamente esclarecidas.

Para a realizacfo deste estudo, vocé comparecera ao local da pesquisa dois dias
consecutivos, permanecendo no local por um peniodo de nove horas no primeino dia e 1
hora no segundo.

Mo primeiro dia, sera realizada uma avaliagdo clinica da sua pele. Se vocé atender aos
requisitos para o estudo, vocé ficara durante 30 minutos em uma sala gelada, com
temperatura & umidade relativa do ar, 2 20,0 £ 2 0°C e 45,0 + 5,0%, respeciivamentes, e
entdo =sera feita uma leitura inicial no sew antebrago com a sonda de um eguipamento.
Esta medicdo & feita encostando o equipamento na regido a ser medida por alguns
segundos & ndo causara nenhum tipo de desconforto. Apds esta leftura, os produtos
serdo aplicados em uma regido do antebrago e novas medidas serdo feitas apds 2, 4 &
Bh. Apds esta etapa, vocé serda orentado sobre o hordro que deverd comparecer no
proximo dia & podera deixar az dependéncias do local da pesquisa. Durante o periodo de
permanéncia na instituicdo, sera oferecida refeicdo.

Mo segundo dia, a Ultima medicdo sera realizada (24 horas apos a aplicacdo do produto)
e apos esta etapa, wocd podera deixar as dependéncias do local da pesquisa
definitivamente. Oz resultados obtidoz através do equipamento serfo posteroments
avaliados, por pesquisadores treinados, para determinacéo da hidratacdo natural da pele
(leitura inicial) & também da hidratacdo da pele apds tratamento com gfs) foloprotetories)
(areas de aplicacdn).

Solicitamos que durante o periodo de estudo (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio
e trés dias apds a =sua finalizacdo) vocé ndo altere ssus habitos de higiene, dieta,
medicamentos, cosméticos e exercicios; ndo =& exponha excessivaments ao sol; & nio
aplique qualquer produto no local de realizacdo do teste.

Todas a&s substancias gue compdem o produto sdo de uso habitual e consideradas
sequras para a finalidade que =e destinam e na forma de aplicacdo proposta. Mo entanto,
ainda que raras, ressaltamos que reacfes inesperadas, decorrentes da aplicacdo topica
dni(=) produto(s) em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato efou alérgica
com intensidades variaveis, podenda ser graves.

Garantimos que os cuidados e acompanhamento necessarios serdo fomecidos pelos
pesquisadares & meédico dermatologista durante todas as etapas do estudo. Caso vocé
necessite de assisténcia medica ou esclarecimento, favor enfrar em contato com o IPglin.
Instituto de Pesquiza Clinica Integrada: Rua Evandro César Gnacsarini, 235 - Vila das
Homéncias - JundiailSP. CEP; 132L‘.IE| 410. Ig[, (11) 4087-0093 (horario comercial) ow (11)
ST030-2777 (contato de emergéncia disponivel 24 horas).

Em caso de reactes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial efou
imternacdo, oS responsdveis pela pesquisa, incluindo médico dematologista, |he
acompanhardo atd o Hospital Santa Elisa (Rua Socrates Fernandes de Oliveira, 70,

Pagina 2 de 3
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Chacara Urbana, Jundial / 5P, CEP: 13201-838, telefone: (11) 4553-4444, que apresenta
infraestrutura adeguada para gualquer fratamento que se faca necessario. Garantimos
gue todas as despesas decomentes do tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos
rezponsaveis por esta pesquisa.

Word ndo obterd nenhum beneficio financeiro & & sua =alde, pois este & um produto
cozmético. Mo entanto, vocé estard ajudando, como participante desta pesquisa, a
ampliar o conhecimento sobre a seguranga e eficacia de produtos cosméticos.
Garantimos que as suas despesas, decorrentes exclusivamente da participacdo nesta
pesquisa, serao completamente ressarcidas.

Todas as informagdes oblidas e declaradas por vocé serdo tratadaz de maneira
confidencial, sendo gue apenas as peszoas diretamente ligadas a este estudo e
autoridades legais poderdo ter acesso, sem com isso, violar a confidencialidade. Se os
rezultados do estudo forem publicados, sua identidade continuara sendo preservada.

Yoo pode retirar sua participacdo & qualguer momento do estudo, comunicando sua

desisténcia ao pesquisador responsdvel pelo seu acompanhamento, sem que iss0
acarrate qualquer conzequéncia negativa a vocé,

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro gue, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em paricipar do presente Protocolo de
Pesquisa.

580 Paulo, de dz

Azsinatura do Paricipants de Pesquisa Aszinatura do Pesguisador Responsavel
ou do Responsavel Legal

Para qualquer guestdo, dlvida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos eficos
relativos a este protocolo de pesguisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesguiza da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantd, 580 Paulo, CEP 05508-000,
Telefones 3091-3622 & 3091-2677, e-mail: cepfcfi@usp.br.
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Anexo H: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o
ensaio de Fator de Protecdo Solar

S g
Universidads de S5ao Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO — TCLE

+ 1. Informagdes do Participante da Pesquisa

Home:

Cocumento de ldentidade (tipo): [ Mo Sexoo{ M (OF
Local de Mascimento: | Data de Nascimento: /7 f
Enderegor IS
Complementos: | Bairra:

Cidade: | Estada:

CEP: | Telefones:

2. Informagdes do Responsavel Legal

Mome:

Cocumento de Identidade (tipo): [ Mo Sexoc{ M (OF
Local de Mascimento: | Data de Nascimento: /
Enderegor IS
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estada:

CEF: | Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

Fotoprotetores bicatives multifuncionais contende ruting, il dimatil PABA e ayvohenzana:
caracterizacao fizico-quimica, funcional & eficacia clinica

4, Duracdo da Pesquisa
[ 2 DIAS

h. Nome do Pesquisador Responsavel

Dr. Andre Folim Baby / fone: (11) 3091-2358 e (11) 94225-00323

Cargol Funcao: M® de registro do Conselho Regional:
Professor Doutor da Universidade CRF-ZP 30976

de S&o Paulo (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas).

6. Instituigdo/instituicbes
[ [Pclin, Instituto de Pesguiza Clinica Integrada |

Woré esta sendo convidado a paricipar de uma pesquisa gue tem como objetivo avaliar o
Fator de Protecdo Solar (FPS) de produtos cosméticos fotoprotetores. Pedimos que leia
detalhadamente ezte Termo de Consenfimento 2, apenaz e concordar com os itens
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IP
Universidade de San Faulo e —
Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias FarmacEuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIWRE E ESCLARECIDO — TCLE

mencionados, assine-o em duas vias [uma delas sera entregue a vocé). Todas as diyidas..
surgidaz durante ou apds o estude serdo prontamente esclarecidas.

Fara a realizatdo deste estudo, vooé comparecera ao Instituto de Pesquisa em dois dias
congecutivos. Mo primeiro dia, sera realizada uma avaliacdo clinica de sua pele por um
médico dermatologizta, com posterior aplicacdo dofs) produtofs) em teste em suas
coztas.

Apds 20 minutos da aplicacdo, a area contendo gfs) produto(s) em teste sera exposta a
uma fonte emizsora de luz gue reproduz a radiacdo solar (UVB) emitida pele sol em um
dia ensolarado. Adicionalmente, uma area virgem de suas costas (ndo uiilizada para a
aplicacdo gofs) produto(s) em teste) serd ufilizada como controle do estudo, & também
serd exposta & fonte emissora de luz, que reproduz a radiacdo solar. A intensidade desta
radiacéo =erd aumentada em progressdo geométrica e este ensaio terd duracdo de
alguns minutog apenas, causando desconforto minimo, semelhante ao contato com uma
superficie quente durante poucos minutes. Por se fratar de um teste de curta durac&o,
ndo sera necessario gue vocé realize refeicdes no local do estudo.

Mo dia seguinte, vocé retornard ao Instituto de Pesquisa para que zeja realizada a leitura
das areas de suas costas expostas a fonte de luz.

Solicitamos que durants o periodo de estudo (incluindo trés dias antes do inicio do ensaio
g trés dias apds a =sua finalizacdo) vocé ndo altere ssus habitos de higiene, dieta,
medicamentos, cosméticos e exercicios; ndo se exponha excessivamente ao sol; e ndo
aplique gualquer produte no local de realizacdo do teste.

Todas as substdncias que compdem o produto =80 uso habitual 2 consideradas sequras
para a finalidade que == destinam & na forma de aplicacdo proposta. Mo entanto, ainda
gue raras, reszaltamos que reactes inesperadaz, decorrentes da aplicacéo tapica dols)
produtofz) em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato efou alérgica com
intenzidades variaveis, podendo ser graves.

Garantimos que os cuidados e acompanhamento necessarios serfio fomecidos pelos
pesquisadores e médico dermatologista, durante todas ag etapas do estudo. Caso vocé
necessite de assisténcia médica ou esclarecimento, favar entrar em contato com o 1Pglin
Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua Piemre Curie, 520, Jardim da Salde, 580
Paulo, CEP: 04280-050, telefone: (11) 2609-2000 (horario comercial) ou (11) 97030-2777
(contato de emergéncia disponivel 24 horas).

Em taso de reacdes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial efou
internagdo, os responsdveis pela pesquisa, incluindo médico demmatologista, |he
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Universidade de 530 Paulo
Facukiade de Ciéncias Farmactuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

acompanhardo até o Complexo Hospitalar Helidpolis (Rua Cdnego Xavier, 278, Sacomd,
Sao Paulo, CEP: 04231-030, telefone: (11) 2067-0300), que apresenta infrasstrutura
adequada para qualguer tratamento que se faca necessario. Garantimos que todas as

despesas decomentes do tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis
por esta pesquisa.

“océ ndo obterd nenhum beneficio financeiro & & sua salde, poiz este & um produto
cogmético. Mo entanfo, vocé estara ajudando, como paricipante desta pesquisa, a
ampliar o conhecimento =obre a seguranca e eficacia de produtos cosméticos.
Garantimos que as suas despesas, decorrentes exclusivamente da participacdo nesta
pesguisa, serfo completamente ressarcidas.

Todas as informacdes obtidas e declaradas por vocé sero fratadas de maneira
confidencial, sendo gue apenas as peszoas diretamente ligadas a ezte eztudo e
autoridades legais poderdo ter acesso, sem com issao, violar a confidencialidade. Se os
rezultados do estudo forem publicados, sua identidade continuara sendo preservada.

Wood pode refirar sua participacdo a gqualguer momento do estudo, comunicande sua
desisténcia ao pesguisador responsavel pelo seu acompanhamento, sem que isso
acarrete qualguer conzequéncia negativa a vocé.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do prezente Protocolo de
Pesquisa.

SHo Paulo, de de

Agsinatura do Parficipante de Pegquisa Assinatura do Pesguisador Responsavel
ou do Respongdvel Legal

Para qualquer gquesido, divida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos eficos
relativos a este protocolo de pesquisa, favor enfrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S53o
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TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

Paulo: Av. Prof. Lineu Prestes, 530, Bloco 13 A&, Butantd, S&o0 Paulo, CEP 05508-000,
Telefones 3091-3622 e 3091-3677, e-mail. cepfcfi@usp.br.
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