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RESUMO

Objetivos: Demanda do Laboratorio Farmacéutico do Estado do Rio Grande do Sul
(LAFERGS) para o desenvolvimento de formulacdes fotoprotetoras, uma com e a
outra sem repeléncia de insetos. O repelente foi incorporado a partir de nanocapsulas
de nucleo lipidico produzidas com dois diferentes polimeros (poli(s-caprolactona) e
eudragit RS100) na formulacao selecionada, com posterior avaliagdo da estabilidade,
capacidade fotoprotetora, permeacéo cutanea da permetrina e potencial irritativo das
formulag@es in vitro. Métodos: Foram preparadas emulsdes fotoprotetoras, avaliadas
durante 90 dias. Concomitantemente, foram desenvolvidas nanocapsulas de
permetrina (NanoPCL e NanoRS), e caracterizadas. Apos desenvolvimento e selecéo
das melhores formulacbes, as nanocapsulas foram incorporadas na emulsdo
fotoprotetora escolhida (Fotoprotl), sendo avaliadas (Fotoprotl+PermLivre,
Fotoprotl+NanoPCL e Fotoprotl+NanoRS). Resultados: Emulses fotoprotetoras
estaveis, com caracteristicas reoldgicas adequadas, eficiente capacidade
fotoprotetora e irritacdo in vitro leve. As nanocapsulas de permetrina (NanoPCL e
NanoRS), foram incorporadas na emulsdo fotoprotetora (Fotoprotl) e avaliadas
guanto a estabilidade. Nao foram observadas mudancas na aparéncia, coloracao,
odor, pH e nas caracteristicas reoldgicas das formulacdes. Na avaliagdo da
capacidade fotoprotetora todas foram capazes de proteger igualmente uma solucao
de resveratrol da sua degradacdo. Na analise do potencial irritante in vitro
classificadas como irritantes leves. A permeacdo mostrou que a permetrina néo foi
encontrada no compartimento receptor. Ambas as formulagdes (NanoPCL e NanoRS)
incorporadas ou ndo a emulsédo Fotoprotl proporcionaram uma adesao adequada da
permetrina no estrato corneo. Entretanto, as formulagdes com NanoPCL
apresentaram melhor desempenho, pois ndo foi detectada a presenca de permetrina
tanto na epiderme quanto na derme. Para as formula¢cdes com NanoRS, foi detectada
permetrina nas camadas de pele avaliadas. Conclusé&o: Foi possivel desenvolver
emulsdes fotoprotetoras estaveis, com fotoprotecéo eficiente e com baixa irritagéo. As
nanocapsulas contendo permetrina foram apropriadas para incorporacdo na emulséo

fotoprotetora, néo interferiram na eficiéncia da fotoprotecdo e nem na irritagao.

Palavras-chaves: permetrina, emulsdo fotoprotetora, estabilidade, irritagcéo,

permeacéao.






ABSTRACT

Objectives: Demand from the Laboratério Farmacéutico do Rio Grande do Sul
(LAFERGS) for the development of a sunscreen formulation with and without insect
repellency. Therefore, permethrin was incorporated in lipid core nanocapsules
produced with two different polymers (poly(e-caprolactone) and Eudragit RS100) in a
selected sunscreen formulation, with subsequent evaluation of the stability,
photoprotective capacity, skin permeation and irritation potential in vitro. Methods:
Photoprotective emulsions were prepared and evaluated during 90 days. Permethrin
nanocapsules were developed (NanoPCL and NanoRS), and characterized. The
nanocapsules were incorporated in the selected sunscreen emulsion (Fotoprotl), and
subsequently evaluated in terms of stability, skin permeation and irritation in vitro
(Fotoprotl + PermLivre, Fotoprotl + NanoPCL and Fotoprotl + NanoRS). Results:
Stable photoprotective emulsions were produced, presenting appropriate rheological
characteristics, efficient photoprotective capacity and mild in vitro eye irritation.
Nanocapsules of permethrin (NanoPCL and NanoRS) were successfully incorporated
in the sunscreen emulsion (Fotoprotl) and evaluated regarding the stability. It was not
observed changes in appearance, color, odor, pH and rheological properties of the
formulations. Rheograms indicated a pseudoplastic behavior. All formulations
presented capacity to protect a resveratrol solution from UV degradation. In the
analysis of irritantancy, the formulations were classified as mild irritants, except
PermLivre (severe irritant). The permeation experiment showed that no permethrin
was founded in the receptor compartment. It was observed that both formulations
(NanoPCL and NanoRS), incorporated or not in Fotoprotl emulsion provided adequate
adhesion of permethrin in the stratum corneum. However, the results indicated that
formulations with NanoPCL showed better results because it was not detected the
presence of permethrin in epidermis or dermis. For the formulations with NanoRS,
incorporated in the sunscreen emulsion, permethrin was detected in all evaluated skin
layers. Conclusion: The results shows that it was possible to develop stable
photoprotective emulsions with efficient photoprotection and low irritation potencial.
The lipid core nanocapsules containing permethrin are suitable for incorporation into
the sunscreen emulsion, because they did not affect the efficiency of photoprotection

and may reduce irritancy of permetrin.

Key words: permethrin, sunscreen emulsion stability, irritation, permeation.






1. Apresentacao

A presente dissertacdo de mestrado teve por motivacdo uma demanda especifica
do Laboratério Farmacéutico do Estado do Rio Grande do Sul (LAFERGS) ao nosso
grupo de pesquisa para o desenvolvimento de uma formulagdo fotoprotetora para
posterior transferéncia da tecnologia. A parceria entre a Faculdade de Farmacia e o
LAFERGS foi formalizada através do Convénio numero 23078.002214/13-33 e visa
ao desenvolvimento de protétipos de fotoprotetores, entre outras atividades.
Especificamente, 0 objetivo do projeto em parceria foi a proposicédo de formulacdes
de fotoprotetores que atendam 0s seguintes requisitos: boa cosmeticidade, Fator de
Protecdo Solar 30 e com amplo espectro de acao (protecéo contra radiagbes UVA e
UVB). Adicionalmente, também foi estabelecida a meta de estudar a possibilidade de
produzir protétipos multifuncionais, como por exemplo, mediante a incorporacédo de
substancias repelentes de inseto e substancia anti-aging como 0s agentes

antioxidantes.

O trabalho encontra-se estruturado em dois capitulos apresentados apos as

secdes Objetivos e Revisdo de Literatura, sendo eles:

Capitulo 1: Desenvolvimento de protétipos de protetores solares de amplo espectro
(Fator de protecéo solar 30) visando a transferéncia de tecnologia para o Laboratério
Farmacéutico do Estado (LAFERGS);

Capitulo 2: Desenvolvimento e caracterizacao de nanocapsulas de nudcleo lipidico
contendo permetrina e incorporacdo das nanocapsulas poliméricas na formulagéo

fotoprotetora selecionada.

25






2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver protétipos de protetores solares de amplo espectro visando a
transferéncia da tecnologia ao Laboratério Farmacéutico do Estado (LAFERGS) e
estudar a incorporacdo de nanocdpsulas poliméricas de repelente de insetos na

formulacéo fotoprotetora selecionada.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver protétipos de protetor solar de amplo espectro com fator de
protegéo solar UVA/UVB estimado FPS30;

e Estudar a incorporacao de repelente de insetos na formulacéo selecionada;

e Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
permetrina;

e Avaliar a incorporacdo das nanocapsulas poliméricas na formulagcéo
selecionada;

e Avaliar por meio de teste in vitro a capacidade fotoprototora das formulacdes;

e Avaliar o perfil de permeacao cutanea da permetrina em pele suina;

e Avaliar o perfil de irritacdo (mediante a avaliagdo do potencial irritativo em

modelo de ovos embrionados).

27






3. Revisao da literatura

3.1 Aspectos historicos da fotoprotecéo

No século 19 as pessoas evitavam a exposicao excessiva ao sol e utilizavam
roupas e acessorios que serviam como meios de protecdo como exemplificado
através da Figura 1. O padréo estético valorizava a pele clara como um indicador de
condicao socioeconémica mais elevada [1-4]. A partir da segunda década do século
20, o esteredtipo mudou com a adog¢do do bronzeado como um padrdo estético
desejavel, impulsionado pelo advento na Europa da helioterapia, pratica terapéutica
que prescrevia banhos de sol diarios como medida preventiva ou mesmo curativa de
determinadas doencas, tais como tuberculose e algumas afec¢bes cutaneas [4, 5] e

também pela moda através de centros formadores de opinido como a Franca [6].

Figura 1. Exemplo de roupas utilizadas por mulheres no século 19 (Brand X Pictures/Getty
Images).

O comportamento das pessoas em relacdo ao bronzeado comecou a ser
alimentado, em parte, por trés crencas: a de que a pele bronzeada torna a pessoa
mais atraente, de que o bronzeamento traz beneficios a salde e de que o
bronzeamento prévio previne os efeitos indesejaveis de futuras exposicdes ao sol [7,
8]. A pele bronzeada tornou-se, entéo, sinal de riqueza, indicativa de abundancia de
tempo e recursos financeiros para se dedicar ao lazer e esta¢cdes de veraneio [1-3].

Os banhos de sol tornaram-se mais frequentes e as vestimentas diminuiram,
ficando menos volumosas e expondo areas mais extensas do corpo [6, 9]. Dois

grandes impulsionadores desse comportamento foram a difuséo do conceito do
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bronzeado como “chique” em 1929 e a introducao das roupas para banho de mar em

duas pecas em 1946 [6] como exemplificado na Figura 2.

Policial mede o comprimento do fraje de banhistas
em praia de Washington para averiguar se esta de Primeiro biquini brasileiro em 1948
acordo com as leis locais. Em 30 de junho de 1922)

Figura 2. Introducéo das roupas para banho de mar [10].

Em funcéo disso, os primeiros produtos cosméticos deste segmento foram os
Oleos bronzeadores que potencializavam a acado dos raios solares [1-3]. A Figura 3

mostra um anuncio de propaganda de um 6leo bronzeador.

COPPERTONE

Figura 3. Anuncio do bronzeador Coppertone [10].

O primeiro protetor solar foi comercializado em 1928 nos Estados Unidos e
consistia numa emulsdo empregando salicilato de benzila e cinamato de benzila como
agentes fotoprotetores [3]. Através da constatacao de que tais produtos prolongavam
a exposicado ao sol e preveniam queimaduras na pele, os protetores solares foram
difundidos, uma vez que em 1930 ocorreram 0s primeiros relatos correlacionando
problemas de pele a exposicdo solar [1, 3]. O acido p-aminobenzoico e seus
derivados, inseridos em bases para pomadas, foram utilizados como principios ativos
em protetores solares a partir de 1943. As primeiras recomendacdes pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para o uso de produtos para protecao
solar ocorreram em 1972 com a elaboracao, pelos militares americanos, de uma lista

de substancias e concentracdes que poderiam ser empregadas como filtros solares
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[3]. O conceito de fotoprotetores foi reconhecido e adotado a partir de 1978, onde os
filtros solares foram reclassificados de cosméticos para medicamentos de fins
preventivos [11].

Do inicio do século 20 até o final dos anos 70 ocorreu uma lenta evolugcédo na
area de fotoprotecdo. A partir da década de 80, com o alerta das consequéncias da
exposi¢do indevida ao sol para a saude e beleza, o mercado passou a crescer
constantemente e se tornando cada vez mais inovador e competitivo [3].

Em 1999 o FDA publicou uma lista contendo 14 filtros solares considerados
seguros e eficazes para uso sem prescricdo médica. Iniciada em 2007, uma nova
regulamentacdo vem sendo elaborada pela FDA com uma proposta mais abrangente
gue vai desde as formulacdes até os ensaios de fotoprotecédo nos produtos finais [2].
Atualmente, as agéncias reguladoras mundiais publicam diversas normativas no
intuito de uma melhor padronizacdo, seguranca e eficacias dos produtos

fotoprotetores comercializados [12].

3.2 Radiacéao solar

Os raios solares que atingem a superficie terrestre sdo essenciais para que
haja vida em nosso planeta e, apesar de toda extensao do espectro eletromagnético,
estes raios sdo compostos por uma pequena faixa predominante como mostrado na
Tabela 1 [1, 3, 13].

Tabela 1. Radiagbes que compde 0s raios solares.

Radiacéo Comprimento de ondas (nm) Energia (KJ/mol) Incidéncia terrestre (%)
Infravermelho (IV) 800 - 5.000 0,12 - 150 40 - 50
Visivel (VIS) 400 - 800 150 - 310 40 - 50
Ultravioleta (UV) 100 - 400 310 - 12.000 05-10

O corpo humano detecta as radiacfes de diferentes formas. Os efeitos da
radiacéo IV sédo percebidos pelo calor com 0 aumento da temperatura, a regiao do VIS
€ detectada pelas diferentes cores através do sistema Otico e os raios UV, mais
energeéticos, promovem reacgfes fotoquimicas na pele humana. A radiacdo UV é

menos incidente na superficie terrestre, pois € absorvida pelo oxigénio e pela camada
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de ozonio na estratosfera, como exemplificado na Figura 4, onde podemos visualizar
os diferentes raios ultravioletas e suas incidéncias na superficie da terra. Contudo, as
ondas eletromagnéticas de menores comprimentos de onda (A) sdo as mais
energéticas, portanto, a radiacdo UV € a que possui maior impacto sobre a saude
humana. Todavia, a radiacdo UV ainda possui subdivisdes em funcao de diferentes
comprimentos de ondas como mostrado na tabela 2 [3, 14, 15].

O espectro solar corresponde as radiagGes ultravioleta, infravermelho e luz
visivel. Embora a radiacdo ultravioleta corresponda a apenas 5% da radiacédo solar
terrestre, essa € a principal responséavel por danos ao DNA, peroxidacéo lipidica e
cancer de pele [16]. Mais recentemente, a luz infravermelha [17] e visivel [18]
demonstraram papel importante na inducdo do envelhecimento cutaneo. A radiacéo
ultravioleta compreende o espectro com comprimento de onda (A) entre 100 e 400
nandmetros e esta subdividida em: UVA, UVB e UVC [3].

Os comprimentos de onda relacionados a radiacdo UVC compreendem de 90
a 100 nm [3], sendo essa radiacao totalmente absorvida pela camada de ozénio [3,
14]. Devido ao seu comprimento de onda baixo, essa radiacdo € altamente
carcinogénica [19]. A radiacdo UVB possui comprimento de onda variando entre 290
e 320 nm, sendo 90% dessa radiacdo absorvida pela camada de ozonio [20]. Essa
radiacao € responsavel pelo desenvolvimento de eritema associado as queimaduras
de pele [21]. Além disso, é absorvida pelo DNA, podendo ocasionar o surgimento de
células com mutacdes as quais, posteriormente, podem provocar cancer [21].

A radiagdo UVA compreende o espectro entre 320 e 400 nm, sendo subdividida
em UVA-II (curta, A=320-340nm), e UVA-I (longa, A=340-400nm). A radiacdo UVA,
diferentemente da UVB, a qual sé penetra até a epiderme, € capaz de uma penetracao
mais profunda na pele, atingindo a derme [21]. A radiacdo UVA curta, assim como a
radiacdo UVB, pode ocasionar o aparecimento de mutacdes celulares. Por sua vez, a
radiacdo UVA longa é absorvida por cromoéforos enddégenos, dando origem a radicais
livres [3].

A energia das radiacdes UV € inversamente proporcional ao comprimento de
onda. Isto quer dizer que esta radiacdo aumenta seu conteudo de energia a medida
que reduz seu comprimento de onda. A cada 300 m de elevacéo, ocorre um aumento
de 4% da intensidade da radiacdo. Quanto maior a altitude maior a incidéncia das

radiacoes [3].
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Sabe-se que 80% da luz UV pode passar através da cobertura de nuvens
enquanto que 25% é refletida pela areia e 80% pela neve. Quando a radiagéo atinge
a pele, uma parte é refletida e dispersada, outra € absorvida pela camada cérnea e
outra parte é transmitida para as demais camadas que formam a pele, até a energia
incidente ser completamente dissipada. A camada cornea de uma pele caucasiana
transmite mais radiagéo do que a de uma pele pigmentada, como consequéncia, tem-
se um aumento do risco de danos actinicos [1, 3, 15, 22].

Os fatores de risco que contribuem para a génese das lesfes de pele: sao
fatores genéticos, historia familiar de cancer da pele e radiagéo ultravioleta (UV). Os
raios UV, além de facilitarem mutacdes génicas, exercem efeito supressor no sistema
imune cutaneo [23].

Em estudo com fibroblastos humanos, apés irradiacdo no infravermelho
proximo, verificou-se um aumento na expressao de enzimas metaloproteinases, que
provocam degradacdo das proteinas da matriz extracelular, colageno e elastina

componentes associados ao envelhecimento [24].
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Figura 4. Diferentes raios ultravioletas e sua incidéncia na superficie da terra [25].

Os raios UVC ndo chegam a superficie da terra, pois sdo blogueados pela
camada de ozb6nio. Atualmente, sabe-se que tanto os raios UVB (mais energéticos),
guanto os raios UVA (menos energéticos) sdo responsaveis por diversos problemas
de pele, sendo o tempo para o diagnéstico o fator diferencial entre ambos [3].

Entretanto, os raios UVA penetram mais profundamente na pele, chegando a
derme, e promovendo sua pigmentacdo através da producdo de melanina pelos
melandécitos e também sdo responsaveis pelo fotoenvelhecimento cutaneo e pela
fotossensibilidade ocular, dentre outros danos a saude [26] (mostrados na Figura 5).
A radiacdo UVB penetra somente até a epiderme e € responsavel pela producéo

natural da vitamina D3, importante para a absorcédo de célcio na estrutura 6ssea.
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Contudo, uma exposicdo demasiada aos raios UVB podem ocasionar seérios
problemas cutaneos que vao desde queimaduras até o cancer de pele [1-3, 27-29].
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-

A radiacao visivel, também denominada luz visivel, € componente do espectro
solar, em faixa compreendida entre 400 e 700nm [30], cujo principal efeito bioldgico é
estimular a retina humana, sendo percebida sob a forma de cores, variando do violeta
ao vermelho. Apesar de representar cerca de 40% do total de energia solar que chega
a superficie da Terra, a luz visivel ndo era relacionada a nenhum efeito cutédneo de
significancia. No entanto, atualmente surgiram as primeiras evidéncias sobre a
participacdo da luz visivel em alguns mecanismos fisiopatoldégicos na pele, em

particular aqueles relacionados aos fenbmenos pigmentares e ao dano oxidativo [31].

Estudo realizado por Mahmoud e colaboradores em 2008, mostrou que tanto a
radiacdo UVA longa (340-400nm) quanto a luz visivel (400-700nm) sao capazes de,
separadamente, promover a pigmentacao imediata da pele, tendo por cromoéforos ndo
somente a melanina, mas também a participacao da oxi-hemoglobina [32]. Além disso,
a radiacdo UVA é responsavel por cerca de 67% da geracdo de radicais livres no
estrato cérneo, enquanto a luz visivel participa na producdo dos 33% restantes,

evidenciando o papel da luz visivel na formacao dos radicais livres [32].

Os filtros orgéanicos disponiveis atualmente oferecem protecdo muito limitada
contra a luz visivel [33]. Por sua vez os filtros inorganicos, por serem particulas
refletivas, podem oferecer protecdo contra a luz visivel dependendo essencialmente
do tamanho da particula. Assim, observa-se que somente as particulas de grande
tamanho e, portanto, visiveis (pigmentares) podem oferecer boa protecéo na faixa da
luz visivel [34]. A eficacia desses fotoprotetores coloridos na faixa da luz visivel esta
ligada a sua capacidade de refletir a luz, relacionada com a reflexao difusa, fazendo-

0s parecerem brancos quando aplicados em uma superficie [35].
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Como os protetores solares formulados com filtros inorganicos pigmentares tém
baixa aceitacdo cosmética, por provocarem coloracdo esbranquicada na pele, uma
alternativa a essa questédo é a introducdo na formulacdo de particulas pigmentares,
como o 6xido de ferro, produzindo um efeito de base no produto (protetor solar colorido
ou pigmentado), muito bem aceito por usuérios, sobretudo do sexo feminino, como
tem se observado com o langamento de inimeros fotoprotetores contendo pigmentos
como o Normaderm Teint® (Vichy Laboratoires), Normalize FT® (Ada Tina), entre

outros.

3.3 Cancer de pele

A exposicao excessiva aos raios solares pode causar diversos problemas de
salde, tais como sensibilidade a luz, manchas na pele, despigmentacédo cutanea,
gueimaduras solares, fotoenvelhecimento e supressdo do sistema imunoldgico e o
cancer de pele que é o de maior gravidade [19, 26, 27, 29]. O tipo de pele de cada
individuo possui uma correlagdo direta com os fatores externos relacionados a
incidéncia de radiacdo UV e com o cancer de pele [27, 28]. A escala Fitzpatrick
classifica os diversos tipos de pele e suas respectivas sensibilidades a radiacdo UV.
Por exemplo, o Tipo | é para a pele muito clara, que sempre se queima e nunca se
bronzeia, enquanto o Tipo VI, corresponde a pele negra, que nunca se queima e

sempre se bronzeia [30], como exemplificado na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacéo dos fototipos de pele proposta por Fitzpatrick.

Tipo de pele Descrigao

Tipo | Pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia
Tipo Il Pele clara, sempre queima, algumas vezes bronzeia
Tipo 1l Pele menos clara, algumas vezes queima, sempre bronzeia
Tipo IV Pele morena clara, raramente queima, sempre bronzeia
Tipo V Pele morena escura, nunca queima, sempre bronzeia
Tipo VI Pele negra, nunca queima, sempre bronzeia

As ocorréncias de eritemas e até mesmo o cancer de pele estdo associadas a
formacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singleto, o

peréxido de hidrogénio, o radical &nion superodxido e o radical hidroxila [27, 36]. Estas
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espécies sdo formadas pela a¢do dos raios UV e implicam na ruptura da cadeia do
DNA. A reconexdo da cadeia com a ordem de suas bases trocadas € o processo
basico da mutacédo genética [36]. Elas atuam na ativacdo da cascata intracelular de
sinalizacao do processo de transcricdo, expressao dos genes, e na ativacao de varios
receptores de membrana para mediadores pro-inflamatérios [27]. A carcinogénese
cutdnea também esté associada ao alto nivel de producao de dimeros de pirimidina.
Quando o DNA absorve as radiacbes UV, principalmente UVB, este processo pode
favorecer os processos mutagénicos [37]. A acdo dos raios UVB no DNA provoca uma
divisdo celular acelerada produzindo novas células tumorigénicas [38].

O cancer de pele pode ser do tipo ndo melanoma ou melanoma. O néo
melanoma pode ser ainda classificado de acordo com camada da pele onde ele se
desenvolve, sendo o carcinoma basocelular (responsavel por 70% dos diagndésticos)
e 0 carcinoma espinocelular (representando 25% dos casos) os tipos mais comuns. O
cancer de pele ndo melanoma € o tipo de cancer mais frequente no Brasil e
corresponde a 25% de todos os tumores malignos registrados no pais. Apresenta altos
percentuais de cura, se for detectado precocemente. Entre os tumores de pele, o tipo
ndo-melanoma € o de maior incidéncia e mais baixa mortalidade [39, 40]. E
interessante ressaltar que de acordo com o INCA até o final de 2016 teremos 175.760
novos casos de ndo melanoma, sendo 80.850 homens e 94.910 mulheres. Em 2013
ocorreram 1.802 mortes, sendo 1.020 homens e 782 mulheres.

O cancer de pele do tipo melanoma € o que apresenta mais casos de morte,
principalmente pela ocorréncia de metastase. Este tipo de céncer ocorre nos
melandcitos, células onde h& producdo de melanina, que é uma substancia de
protecdo natural da pele contra os raios UV [40]. O melanoma representa 4% das
neoplasias malignas da pele, apesar de ser o mais grave. O prognostico desse tipo
de cancer pode ser considerado bom, se detectado precocemente. Nos Ultimos anos,
houve uma grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma,
principalmente devido a deteccdo precoce do tumor [40]. Ainda, de acordo com o
INCA, teremos 5.670 novos casos em 2016.

Segundo um estudo realizado pela Sociedade Brasileira de Dermatologia
cidades sem praias tém incidéncia de cancer de pele 40% maior do que nos
municipios que ficam a beira-mar, isso pode ter relagdo com a associacdo que

algumas pessoas fazem da necessidade do uso do protetor solar somente na praia.
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Os indices, tanto de radiacdo UVA quanto de radiacdo UVB, variam muito ao longo
das regides. Enquanto a radiacdo UVB decresce a medida que se distancia da Linha
do Equador, as maiores concentracdes de radiacdo UVA sdo encontradas entre 0s
paralelos 20° e 40° [35]. Essa variacdo dos niveis de radiacdo solar ao longo das
cidades pode ter influéncia na incidéncia do cancer de pele. Paises tropicais e com
grande incidéncia de sol tém taxas maiores de cancer de pele, como € o0 caso da
Australia, que possui uma das maiores incidéncias de cancer de pele no mundo [41].

A exposicdo a radiacdo UV € o principal fator de risco ambiental para o
desenvolvimento do cancer de pele ndo-melanoma. Exposi¢do excessiva aos raios
UV, intermitente e intensiva, na infancia e na adolescéncia levando a queimaduras
com bolhas, é um fator de risco para o desenvolvimento de carcinoma basocelular e
melanoma maligno, enquanto a excessiva exposi¢do cumulativa crénica € um fator de
risco para o carcinoma de células escamosas. Além disso, ambos os tipos de
exposicao podem levar ao fotoenvelhecimento [42].

A utilizacdo de bloqueadores solares como uma forma efetiva de protecédo na
reducdo da formacdo de lesdes pré-cancerigenas e cancerigenas tem sido
amplamente discutida na literatura [43]. Um estudo clinico randomizado realizado por
Green e colaboradores na Austrélia entre 1996-2006, mostrou que o melanoma pode
ser evitado com o0 uso regular de protetor solar [44].

Os protetores solares bloqueiam a interacdo de radiacdo UV com a pele e,
assim, limitam a quantidade de dano ocasionado pela luz UV. Apesar de néo ser
aprovado pelo FDA para prevencado de cancer de pele, os dados disponiveis indicam
que os protetores solares poderiam reduzir a incidéncia da queratose aquitinica,
indicadora de dano solar [45, 46].

Embora os protetores solares sejam essenciais na prevencdo do cancer de
pele, varios fatores podem limitar a sua eficacia. Estes incluem a baixa adesdo do
paciente, a grande quantidade de filtro solar necessaria para se obter o fator de
protecdo solar adequada, além disso, alguns autores sugerem que a sua utilizagéo
pode ser associada com um aumento no risco do desenvolvimento de melanoma [47,
48]. Isto pode ser explicado pelo fato de que algumas pessoas que utilizam protetor
solar prolongam a sua exposi¢cao ao sol e/ou acabam achando néo ser necessario a
utilizacdo de outros meios de protecdo como chapéus e roupas apropriadas e, se

expondo ao sol nos horarios de maior risco [47, 48].
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O INCA e a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) fazem campanhas
contra o cancer de pele onde o foco principal € a preven¢do. Dentre as medidas
preventivas divulgadas, o uso frequente de protetor solar se destaca por sua eficacia
[40]. Estudos recentes apontam que a prevencdo destas doencas esta ligada a
necessidade de protecéo contra UV em largo espectro (UVA-UVB) [15] principalmente
para as pessoas gque exercem atividades frequentemente expostas aos raios solares,
como no caso de atividades esportivas, operarios da construcdo civil, carteiros,

trabalhadores rurais, guardas de transito, varredores de rua, entre outras [49].

3.4 Fotoenvelhecimento

O aumento da expectativa de vida tem estimulado o estudo do processo de
envelhecimento. Na pele podemos observar visivelmente a acdo e a transformacao
do tempo com o passar dos anos. Trata-se, entdo, do envelhecimento intrinseco ou
cronoldgico. No entanto, ha ainda, o envelhecimento extrinseco também chamado
fotoenvelhecimento, decorrente principalmente da exposicao a fatores ambientais e
da exposicédo solar [14]. Desse modo, o envelhecimento cutaneo envolve fatores

intrinseco (cronolégico) e extrinseco (solar) [2].

A pele é o0 6rgdo que espelha os sinais do tempo. O envelhecimento da pele é
um processo de deterioracdo progressiva, tempo-dependente, que é intensificado pela
exposicao solar ocasionando o fotoenvelhecimento. O fotoenvelhecimento leva a
alteracdes morfologicas de diversas estruturas celulares e cutaneas, levando a
modificacdes biomoleculares. Muitas pesquisas sdo desenvolvidas com o intuito de
combater ou minimizar os efeitos do fotoenvelhecimento, porém a principal estratégia

nesse sentido continua sendo a prevencao [24].

Com o passar do tempo, ocorrem alteragcdes moleculares que desencadeiam
alteracdes organicas e, em ultima analise, levam ao envelhecimento. Um exemplo
disso € o reparo do DNA telomérico. Teldbmeros sdo sequéncias de repeticbes
nucleopeptidicas presentes no final dos cromossomos [24]. Como a DNA-polimerase
nao consegue transcrever a sequéncia final de bases presentes na fita de DNA
durante a replicac&o, o tamanho telomérico se reduz a cada mitose. Essa reducéo do

telomero foi associada ao envelhecimento celular [24].
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O envelhecimento da pele, assim como de todo o organismo, também € fruto
dessas alterac6es biomoleculares. O dano as fibras de coldgeno esta intimamente
envolvido nesse contexto. Os fibroblastos sédo responsaveis pelo metabolismo do
colageno, sintetizando procolageno I, importante componente da matriz extracelular.
Com a idade, ocorre desorganizacdo no metabolismo do colageno, reduzindo, assim,

sua producédo e aumentando sua degradagéo [37].

O fotoenvelhecimento € um processo que depende do grau de exposi¢ao solar,
a pele envelhecida pelo sol apresenta-se amarelada, com pigmentacao irregular,
enrugada, atréfica, com telangiectasias e lesdes pré-malignas [2].

As alteracdes histoldgicas provocadas pelo fotoenvelhecimento sao inUmeras.
Na epiderme, notam-se o0 adelgagcamento da camada espinhosa e o achatamento da
juncdo dermoepidérmica. Os queratindcitos envelhecidos, por sua vez, tornam-se
resistentes a apoptose, ficando susceptiveis as mutacdes no DNA, processo implicado
na carcinogénese. O numero de melandcitos também se reduz, alterando-se a
densidade melanocitica. Isso favorece o surgimento de elides, hipomelanose gotada,
lentigos e nevos. As células de Langerhans também decrescem em numero com a

idade, resultando em perda da capacidade antigénica [14].

A exposicao solar prolongada e recorrente implica em alteragdes definitivas na
quantidade e distribuicdo de melanina na pele. Estas alteragdes morfoldgicas
resultantes do fotoenvelhecimento sdo, em esséncia, diferentes das observadas no
envelhecimento intrinseco. O paralelo entre tais alteragdes pode ser visto na Tabela
3 [14, 27].

As mitocbndrias contém multiplas copias de DNA (mitocondrial) e as células
contém inimeras mitocondrias, produtoras de adenosina-trifosfato (ATP), que é uma
molécula energética. As espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species:
ROS) sado produtos desse processo e podem danificar lipideos, proteinas e também o
proprio DNA [15]. Foram observadas muta¢cdes no DNA mitocondrial com maior
énfase em peles fotoexpostas, quando comparadas as protegidas do sol [15]. A
radiacdo ultravioleta A (UVA) tem sido indiciada como indutora dessa delecédo no DNA
mitocondrial [19, 29], ainda que essa alteracdo génica possa ser detectada em tecidos

nao susceptiveis aos raios solares [50].
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A radiacéo ultravioleta (UV) penetra a pele e, de acordo com o comprimento de
onda, interage com as diferentes células localizadas nas diferentes camadas. A
radiacdo de ondas curtas (UVB: 290-320nm) é mais absorvida na epiderme e afeta
predominantemente os queratinécitos, enquanto as ondas mais longas (UVA: 320-
400nm) penetram de modo mais profundo e atingem queratinécitos da epiderme e
fibroblastos da derme [24]. A UVA age indiretamente através da geracdo de ROS que
atuam na ativacdo de fatores envolvidos na transcricdo do DNA. Esse processo
resulta em mutacdes no DNA mitocondrial [24, 36]. Os raios UVB, por sua vez,
também gera espécies de ROS, porém sua principal acédo é a inducao direta de dano
ao DNA [51].

A exposicdo aos raios UVA desencadeia dois fatores relacionados ao
fotoenvelhecimento: inducdo de metaloproteinases da matriz (MMP) e mutacéo
mitocondrial (j& mencionada) [52]. E tamanha a importancia da exposicdo ultravioleta
na degradacéo da pele, que, segundo estudos, o0 uso topico de filtro solar fator 15
(FPS) em ratos antes da exposi¢ao ao sol reduziu a ativacao de elastina (um indicador
de dano solar) em 70% dos casos, além de prevenir mutacdes do gene que codifica a

proteina p53, que contribui para o desenvolvimento de cancer de pele [53].

Tabela 3. Alteragbes morfolégicas resultantes do fotoenvelhecimento [2, 14].

Pele ndo-fotoexposta Pele fotoexposta
Fina e lisa Espessa e nodular
Clara Amarelada (escura)
Rugas finas Rugas grosseiras
Lisa Aspera
Menor incidéncia de telangiectasias Frequente telangiectasias
Raras lentigens Lentigens
Rara pigmentacéo Altamente pigmentada
Auséncia de comeddes Maior numero de comeddes
Inelastica Elastose
Desidratada Desidratada (altamente ressecada)
Sensivel e fragil Extremamente sensivel e fragil
Discreta queratose seborréica Aumento da incidéncia de queratose

seborréica

Ocasionais lesdes pré-malignas e Frequente lesBes pré-malignas e malignas
malignas
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3.5 Fotoprotetores e os filtros solares

Os protetores solares devem conter filtros solares que absorvam a radiagédo na
gama de 290-400 nm. Em filtros solares "fisicos”, o ingrediente € um composto
inorganico com particulas que bloqueiam fisicamente a radiacéo UV. Os filtro solares
"quimicos”, sdo compostos organicos que absorvem a radiacao ultravioleta. A maioria
dos filtros UV orgéanicos absorvem a radiagdo UVB, e alguns atuam também na gama
de UVA. Na Tabela 4, adaptada da BASF, encontram-se os filtros solares disponiveis

por regido no planeta.

Tabela 4. Filtros solares existentes, concentragdo e regides permitidas [54].

Filtros (INCI) Nome usual Concentracéo Regiédo

maxima - "

permitida Austrdlia  Europa Japdo Mercosul USA  Global
FILTROS UVA-I
Bis-Ethylhexyloxyphenol Bemotrizinol 10% X X X X
Methoxyphenyl Triazine
(Tinosorb S)
Bis-Ethylhexyloxyphenol Bemotrizinol 10% X X X X
Methoxyphenyl Triazine
(Tinosorb S Aqua, active)
Butyl Methoxydibenzoylmethane | Avobenzona 10% X X X X X X
Diethylamino Hydroxybenzoyl Uvinul A Plus® 10% X X X X
Hexyl Benzoate (Uvinul A Plus)
Disodium Phenyl Bisdisulizole 10% X X X
Dibenzimidazole Tetrasulfonate Disodium
Drometrizole TriSiloxane Meroxil XL® 15% X X X
Menthyl Anthranilate Meradimato 5% X X X
Methylene Bis-Benzotriazolyl Bisoctrizole 10% X X X X
Tetramethylbutylphenol (nano),
Tinosorb M, active
Terephthalylidene Dicamphor Ecamsule 10% X X X X X X
Sulfonic Acid
Zinc Oxide (nano), Z-Cote Oxido de zinco 100% X X X X
(water phase)
Zinc Oxide (nano), Z-Cote HP1 Oxido de zinco 100% X X X X
(oil phase)
FILTROS UVB/UVA-II
4-Methylbenzylidene Camphor 4% X X X
Benzophenone-3 (Uvinul M40) Oxibenzona 10% X X X X X X
Benzophenone-4 (Uvinul MS40) Sulisobenzona 10% X X X X X X
Diethylhexyl Butamido Triazone Iscotrizinol 10% X X
Ethylhexyl Methoxycinnamate Octinoxato 20% X X X X X X
(Uvinul MC80)
Ethylhexyl Salicylate Octisalato 10% X X X X X X
Ethylhexyl Triazone (Uvinul Octiltriazona 5% X X X X
T150)
Ethylhexyl dimethyl PABA Padimato O 10% X X X X X X
Homomenthyl Salicylate Homosalato 15% X X X X X X
Isoamyl p-Methoxycinnamate Amiloxato 10% X X X
Octocrylene (Uvinul N539T) Octocrileno 10% X X X X X X
Phenylbenzimidazol Sulfonic Ensulizole 8% X X X X X X
Acid
Polysilicone-15 Parsol SLX® 10% X X X X
Titanium Dioxide (nano) oil Didxido de 100% X X X X X X
phase titnio
Titanium Dioxide (nano), water Didxido de 100% X X X X X X
phase titnio
Tris Biphenyl Triazine (hano) Tinososrb A2B 10% X

Um fotoprotetor consiste numa preparacdo cosmeética que contém agentes filtros
solares. Tais agentes minimizam os efeitos deletérios dos raios UV através da

absorcdo, da reflexdo ou da difusdo dos raios incidentes [3]. A classificacéo
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apropriada para estas substancias € em organicas ou inorganicas, em funcdo da sua
respectiva natureza quimica [3]. Em geral, 0s compostos organicos agem via absorcao
e o0s inorganicos através da reflexdo dos raios UV, como representado na classificacao
inicialmente empregada, “absorvedores” para os organicos e “refletores” para os

inorganicos [55].

As principais substancias inorganicas empregadas como fotoprotetores sdo o
oxido de zinco e o dioxido de titanio. Estes O0xidos apresentam excelente protecao
contra os raios UV, além de possuirem baixo potencial de irritagdo. Contudo, de
acordo com o tamanho das particulas sélidas do ZnO e do TiOz, o produto pode deixar

uma pelicula branca sobre a pele o que é esteticamente desfavoravel [46].

Diferentes sistemas de liberacdo tém sido empregados para a inclusao de filtros
solares, visando a diminuir a absorcao cutanea, aumentar o fator de prote¢céo solar
(FPS), controlar a liberacédo e torna-los mais fotoestaveis e seguros [56-58]. Dentre
estes, as nanoparticulas tém atraido maior atencdo dos grupos de pesquisa, devido
as potencialidades terapéuticas e & maior estabilidade durante o armazenamento [59].
Porém, h& a necessidade de controlar o tamanho das particulas produzidas, para que
nao haja penetracdo dos ativos, levando a absorcdo sistémica. A atuacdo desses
sistemas deve ocorrer preferencialmente nas camadas mais superficiais da pele, uma
vez que existe toxicidade relacionada aos ativos filtros solares como a possibilidade
de formarem complexos com proteinas e de induzirem a formacéo de radicais livres
[60-62].

Os filtros solares orgéanicos sdo comumente classificados em filtros UVA e UVB,
de acordo com a regido de protecdo UV. Isto ocorre porque estes compostos nao
possuem um amplo espectro de prote¢cdo, como por exemplo, as benzofenonas e as
avobenzonas que protegem somente em UVA e os salicilatos e cinamatos que agem
exclusivamente contra os raios UVB [14]. Os filtros solares organicos UV ideais devem
apresentar diversas caracteristicas entre elas: estabilidade frente a luz, ao calor e a
agua; nao deve ser toxico, irritante, mutagénico ou teratogénico; absorver a radiacao
UV em amplo espectro (UVA, UVB e Vis); possuirem um coeficiente de extingdo
especifica (E 1%, 1cm) acima de 1.000 para se ter o0 maximo de prote¢cdo com 0
minimo emprego de filtro UV; apresentarem uma massa molecular superior a 500

Daltons (D) para se prevenir a permeacao cutanea; possuirem um log P (coeficiente
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de particdo entre agua e octanol) superior a 5, ou seja, devem possuir uma lipofilia
especifica para uma boa adeséo a pele, sem que ocorra a sua retirada pela acdo da
agua e evitando também a permecédo cutanea por afinidade ao tecido cérneo. Além
destas caracteristicas, ndo devem apesentar incompatibilidade com outros
componentes da formulacdo, ou mesmo com a embalagem de acondicionamento do
produto acabado [1, 13, 14, 63, 64]. Todavia, mesmo nao cumprindo exatamente
todas estas condi¢cbes prévias, muitas substancias organicas sao empregadas

comercialmente como agentes de fotoprotecao [13].

Os filtros organicos sdo agentes que apresentam como estrutura quimica
cromoforos capazes de absorver a radiagdo UVA e/ou UVB. A efetividade dos filtros
organicos esta relacionada ao coeficiente de extincdo molar, o qual se refere a
quantidade de radiacdo que um mol do filtro solar € capaz de absorver em um
determinado comprimento de onda. Assim, quanto maior o coeficiente de extingao

molar, mais eficiente é o filtro na absorcéo da radiacdo UV [65].

O mecanismo de acdo dessas moléculas se baseia na absor¢éo da radiacdo UV
pelos filtros solares, através de um mecanismo de deslocalizagdo de elétrons. A
estrutura quimica dessas moléculas € constituida de um composto aromatico
conjugado a uma ligacdo dupla ou a um grupamento aceptor de elétrons e, ainda um
grupo doador de elétrons (amina, metoxila ou hidroxila) [65]. Em filtros solares
apresentando grupamentos para-substituidos ocorre ligacdo dupla conjugada ao
grupamento aromatico, enquanto que em filtros solares orto-substituidos tem um
grupo aceptor de elétrons conjugado ao grupamento aromatico [64, 65]. Com a
absorcao de energia o filtro passa para um estado excitado, havendo deslocamento
de elétrons do orbital HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta energia) para
orbital LUMO (orbital molecular vazio de mais baixa energia). Com o retorno para o
estado fundamental a energia € liberada na forma de radiacéo infravermelha ou calor,
gue apresenta energia menor que a inicial, fazendo com que haja retorno dos elétrons
para o orbital HOMO [46].

A presenca de grupamentos orto ou para-substituidos também influencia no
comprimento de onda maximo de absor¢do do filtro solar. Moléculas com
grupamentos orto permitem a formacéo de pontes de hidrogénio dentro da propria

molécula, reduzindo a energia requerida para a deslocalizacdo dos elétrons. Uma vez
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que o comprimento de onda é inversamente proporcional a energia, é possivel o
aumento no comprimento de onda de absorcéo do filtro. Os salicilatos, benzofenonas,
antranilatos, bemotrizinol se enquadram nesta situacéo. Por sua vez, em filtros solares
para-substituidos, como metoxinamato de octila, ndo é possivel a formacao interna de
pontes de hidrogénio, o que acaba acarretando em uma maior energia para a
deslocalizacdo de elétrons e menor comprimento de onda de absorcao, em relacdo a
filtros solares orto-substituidos [14].

Os filtros solares sdo classificados de acordo com a sua estrutura quimica em:
PABA e derivados, cinamatos, salicilatos, benzimidazois, derivados do benzidileno
canfora, benzofenonas, derivados do benzitriazolil, derivados da triazona, derivados

do dibenzoilmetano [3, 14].

A associacao de diferentes filtros solares, sejam eles inorganicos ou organicos, €
realizada com intuito de aumentar o fator de protecéo solar (FPS) de um produto final
[3]. No entanto, no desenvolvimento é necessario conhecer as incompatibilidades que
existem entre filtros solares. Vérios filtros podem ser combinados para alcancar um
nivel elevado de FPS, para proporcionar um largo espectro de prote¢cdo UVA e UVB
e evitar a fotodegradacdo. Por exemplo, o octocrileno evita a degradacdo da
avobenzona (filtro solar fotossensivel), enquanto que o ecamsule foi combinado com
avobenzona e octocrileno para proporcionar um vasto espectro de protecdo UVA e
UVB. O ecamsule esta protegido por patente pela L'Oreal e € encontrado apenas em
produtos por eles produzidos [66]. Por sua vez, o diethylamino hidroxibenzoil hexil
benzoate, conhecido como Uvinul A Plus, fabricado pela BASF é um candidato a
substituto da avobenzona visto que ele protege no mesmo espectro de agéo porém
ele é fotoestavel por isso tem um maior tempo de acgéo, sendo um filtro de boa escolha

para a garantia de formulacdes fotoestaveis e protecdo UVA [67].

Em 2003, Baron e colaboradores publicaram um estudo randomizado avaliando os
efeitos benéficos de dois protetores solares um UVB (FPS15) e um UVA/UVB (FPS
15), em 211 voluntarios com idades entre 18 e 59 anos usando a hipersensibilidade
de contato como um modelo para a imunossupresséo. Eles relataram que o grupo do
protetor solar UVA/UVB tiveram um fator de protecdo imunolégica maior do que o
protetor solar UVB [68].
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O uso consistente de um protetor solar de amplo espectro protege contra o
fotoenvelhecimento e danos actinicos, mesmo em doses que ndo causam eritema [2,
3]. Diversos estudos fornecem evidéncias significativas de que filtros solares séo
eficazes na prevencdo de danos que poderiam levar ao desenvolvimento de
carcinoma de células escamosas. A Academia Americana de Dermatologia
recomenda o uso diario, durante todo o ano, de um protetor solar de amplo espectro,
resistente a agua com um FPS de pelo menos 30, independentemente da idade ou

tipo de pele.

3.5.1 Determinacéo do Fator de Protecdo Solar (FPS)

O Fator de Protecdo Solar pode ser definido, conforme proposto pelo FDA em
1978, como sendo a razdo numérica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM), da pele
protegida pelo fotoprotetor em estudo, quando aplicado na quantidade de 2 mg/cm?,
e a Dose Eritematosa Minima da pele nao protegida [69].

Para a determinacédo do valor do FPS, um grupo de 10 a 20 voluntéarios (conforme
o método de referéncia), de fototipos | a lll (classificacdo de Fitzpatrick Tabela 2), séo
selecionados e submetidos a doses progressivas de radiacao ultravioleta emitidas por
uma fonte artificial de luz, denominada simulador solar, em areas de pele néo
protegida e pele protegida pelo protetor solar em estudo, aplicado na quantidade de 2
mg/cm2. Apés cerca de 16 a 24 horas da exposicdo, é realizada a leitura da Dose
Eritematosa Minima nas duas areas e calculada a sua razdo. A média dos valores

encontrados no grupo de voluntarios € o Fator de Protecédo Solar do produto [70].

Além da acdo do FDA, outras instituicbes e agéncias regulatorias internacionais
produziram monografias técnicas descrevendo os procedimentos necessarios para a
realizacdo do estudo clinico para avaliacdo de eficacia fotoprotetora por meio da
determinacdo do Fator de Protecdo Solar. A comunidade europeia, por meio da
Associacdo Europeia da Industria de Cosméticos, Higiene Pessoal e Perfumaria
(Comité de Liason des Associations Européenes de Industrie et de la Parfumerie-
COLIPA) desenvolveu sua primeira versdo de monografia em 1994. Em 2003, o
método denominado International Sun Protection Factor Test Method (ISPF) foi

apresentado conjuntamente pelas associacdes Europeia (COLIPA), Japonesa (JCIA)
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e Sul Africana (CTFA-SA), seguido posteriormente por uma revisao em 2006 [71], com
a introducédo da Associacao da Industria Cosmética Norte-Americana (CTFA-USA). As
metodologias norte-americana (FDA) e europeia (COLIPA ou Internacional) tornaram-
se referéncia para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) em diferentes
paises, dentre os quais o Brasil, que, por meio da resolugdo RDC 30 de 2012, que
aprova o regulamento técnico Mercosul sobre protetores solares em cosméticos, a
determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) deve ser realizada seguindo
unicamente métodos in vivo, aplicando estritamente uma destas referéncias ou suas

atualizacges [69]:

e FDA, Department of Health and Human Services, Sunscreen drug products for
over-the-counter human use. Final Monograph: Proposed Rule, 21 CFR Part
352 et al, 1999.

e COLIPA/JCIA/ICTFA-SA. International Sun Protection Factor (SPF) Test
Method, 2006.

Os orcamentos realizados para a futura determinacdo do FPS do protetor solar

desenvolvido nesta dissertacdo encontram-se no Anexo 3.

3.5.2 Rotulagem para fotoprotetor solar

Na rotulagem principal (primaria e secundaria) do produto para protecédo solar é
obrigatério indicar de forma destacada o nimero inteiro de protecdo solar precedido
da sigla "FPS", ou das palavras "Fator de Protecao Solar". O numero correspondente
ao FPS deve ser determinado de acordo com uma das metodologias estabelecidas,
conforme descrito acima. Deve constar da embalagem a Denominacgéo de Categoria
de Protecédo (DCP) conforme mostrado na Tabela 5, os protetores solares devem

ainda cumprir com 0s seguintes requisitos [69]:

e FPS de no minimo 6;
e FPUVA cujo valor corresponda a, no minimo, 1/3 do valor do FPS declarado na
rotulagem;

e Comprimento de onda critico minimo de 370 nm.
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Os protetores solares poderdo ainda indicar em seu rétulo "Resistente a agua’;

"Muito Resistente a &gua", "Resistente a Agua/suor" ou "Resistente a
Agual/transpiracio”, sempre e quando tais alegacdes tenham sido adequadamente

comprovadas conforme a metodologia indicada [69-71].

No Apéndice 2 desta dissertacdo encontra-se uma proposta de rotulo e

embalagem para a formulacéo desenvolvida.

Tabela 5. Designacédo de Categoria de Protecdo (DCP) relativa a protecao oferecida pelo
produto contra radiacdo UVB e UVA para a rotulagem dos Protetores Solares. Adaptado da
RDC 30 de 2012 [69].

Categoria Fator de protecéo Fator minimo de Comprimento de
indicada no solar medido protecdo UVA onda critico minimo
rotulo (DCP) (FPS) (FPUVA)

Baixa protecéo 6,0-14,9 1/3 do fator de 370 nm
Média protecéo 15,0 - 29,9 protecéo solar indicado

Alta protecéo 30,0 -50,0 na rotulagem

Protecdo muito Maior que 50,0 e

alta menor que 100

3.5.2.1 Algumas definicdes importantes [69]:

Dose Minima Eritematosa (DME): dose minima de radiacdo ultravioleta requerida
para produzir a primeira reacdo eritematosa perceptivel com bordas claramente
definidas, observadas entre 16 e 24 horas ap0s a exposicdo a radiacdo ultravioleta,

de acordo com a metodologia adotada.

Dose Minima Pigmentaria (DMP): dose minima de radiacdo UVA requerida para
produzir um escurecimento pigmentario persistente da pele com bordas claramente

definidas, observado entre 2 e 4 horas ap0s a exposicao a radiagcdo UVA. 3.6.

Fator de Protecdo Solar (FPS): valor obtido pela razdo entre a dose minima
eritematosa em uma pele protegida por um protetor solar (DMEp) e a dose minima

eritematosa na mesma pele quando desprotegida (DMENp).
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Fator de Protecdo UVA (FPUVA): valor obtido pela razdo entre a dose minima
pigmentaria em uma pele protegida por um protetor solar (DMPp) e a dose minima

pigmentaria na mesma pele, quando desprotegida (DMPnp).

Comprimento de onda critico: o comprimento de onda para o qual a area sob a
curva integrada de densidade 6tica que comeca em 290 nandmetros € igual a 90% da

area integrada entre 290 e 400 nanémetros.

3.5.3 Formulando fotoprotetores

A preocupacdo de um formulador ndo estd somente ligada as interacfes
desfavoraveis que podem ocorrer entre determinados componentes da formulacao,
mas também ao fator de protecédo que o filtro ou associacao desses, vai fornecer ao
produto acabado. Como existem diversas bases cosméticas comerciais para a
incorporacao dos filtros solares, deve-se considerar a capacidade de protecdo nas
diferentes bases e se essas permanecerao estaveis frente aos testes fisico-quimicos
[3, 46, 56, 63, 72]. Para desenvolvimento de um protetor solar € necessaria a presenca
de dois componentes basicos: os ingredientes ativos (filtros organicos e/ ou

inorganicos) e os diversos veiculos existentes como as emulsdes [56, 64, 73].

Nas solucdes hidroalcélicas, compostas principalmente de agua e etanol,
apesar de apresentarem boa espalhabilidade, a evaporacédo do alcool pode resultar
em falhas no filme formado, interferindo na qualidade da protecédo [46]. Por sua vez,
0s 6leos apresentam maior protecao do que as anteriores, mas pela qualidade do filme
nao proporcionam elevados FPS [3, 56, 64].

Os géis séao os veiculos que independentemente da origem do espessante,
sejam eles naturais (gomas, alginatos) ou sintéticos (polimeros e copolimeros de
acrilamida), os géis resultantes geralmente ndo oferecem os mesmos niveis de
protecdo que as emulsdes [64]. Além disso, para manter a transparéncia requerida
deste grupo de preparacdes existe a necessidade de os filtros solares serem
hidrossoluveis. Como somente se conseguem altos niveis de protecdo através da
mistura de filtros solares e sendo estes, em sua grande maioria, lipossoluveis, a
obtencado de géis transparentes é uma tarefa técnica extremamente delicada e pode
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envolver a inclusdo de solventes nem sempre desejados, como é o caso do &lcool
etilico. Na preparacédo de géis fotoprotetores também se deve evitar a presenca de
filtros inorganicos. Mesmo sendo microparticulados, os filtros inorganicos oferecem ao
gel, na melhor das hipéteses, aspecto opaco e, ha maioria das vezes, resultam em
aglomerados visiveis aos olhos do consumidor, e muitas vezes resultam na
coalescéncia da dispersao colidal. O problema destas preparagdes ndo se resume
apenas ao aspecto estético, mas, fundamentalmente, aos baixos niveis de protecao
oferecidos. A presenca de aglomerados no protetor levara a formacéo de uma pelicula
ndo homogénea em toda a extensdo da pele, fato este que comprometera
sensivelmente o nivel da protecao [3, 46, 56, 73].

As emulsdes sdo o melhor veiculo para os filtros solares [63, 64]. Sendo
constituidas de componentes tanto apolares (lipossoliveis) quanto polares
(hidrossoluveis), podem carregar em sua estrutura tanto filtros hidrossoltveis quanto
lipossoluveis, fato bastante proveitoso do ponto de vista da protecdo. Tais sistemas
podem ser O/A (6leo em agua) ou A/O (dgua em Oleo), caracteristicas que também
podem conduzir a preparagdes mais ou menos protetoras. As emulsées A/O séao as
mais adequadas para as formula¢cbGes fotoprotetoras, porém apresentam elevado
carater graxo ou gorduroso, com consequente desconforto para o usudrio. Em razéo
ao exposto, as emulsées O/A constituem os sistemas mais empregados e garantem

adequada protecdo com um sensorial mais adequado ao usuério [46, 56, 64, 73].

Algumas matérias-primas podem alterar o espectro de absorcédo dos filtros
solares. O resultado tanto pode ser benéfico (aumento do FPS) quanto prejudicial
(reducao do FPS) ao protetor solar [64]. Diversos ésteres graxos podem aumentar o
FPS, principalmente ao solubilizar adequadamente alguns filtros quimicos que
apresentam problemas de cristalizacdo no produto final devido a baixa solubilidade [3,
73, 74].

Existem varios tipos de emolientes usados em protetores solares entre eles:
ésteres, ceras, acidos e alcoois graxos, 6leos minerais, silicones, entre outros. Para
0s ésteres existem algumas caracteristicas importantes a serem consideradas pelo
formulador: quanto maior a cadeia oleosa, maior a viscosidade, mais dificil a
emulsificacdo e maior oleosidade ao tato. Quanto mais ramificagbes na cadeia maior

a sensacao de toque seco é proporcionada a emulséo [64, 73, 75].
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De modo geral os emolientes podem atuar de maneiras diferentes, dependendo
do tamanho de sua molécula e da concentracdo usada na formulagdo. Seu uso em
fotoprotetores € importante, pois estéo diretamente ligados ao grau de espalhabilidade
do produto na pele e a solubilizacdo dos filtros solares [64]. A performance do protetor
solar depende da forma como € aplicado, devendo ser espalhado adequadamente e
na quantidade preconizada. Por isso, o emprego do emoliente deve facilitar a
aplicacao. Outro fator importante para a escolha dos emolientes € a influéncia que
pode exercer na estabilidade do fotoprotetor. Se a composicdo de filtros solares,
presentes na formulacao, estiver precariamente solubilizada, com o passar do tempo
e sob condi¢cdes normais de estocagem, estes filtros solares podem precipitar no
interior da emulsao formando cristais e provocando a reducdo do FPS do produto.
Alguns emolientes como: dicaprilil carbonato, triglicerideos do acido caprico, neopentil
glicol diptanoato, podem facilitar a solubilizag&o de alguns filtros solares aumentando
sua estabilidade e incrementando sua performance devido a boa distribuicdo das

particulas dos filtros solares sobre a pele [64, 73-75].

Outras substancias que podem influenciar na espalhabilidade do fotoprotetor
sdo os silicones. Estes formam um grande grupo de polimeros com caracteristicas
diversas devido a heterogeneidade de tamanho e formato das cadeias. Podem
aumentar a espalhabilidade, reduzir a oleosidade e aumentar a resisténcia a agua dos
fotoprotetores, além de serem excelentes modificadores sensoriais. O
ciclopentasiloxano (DC245) é um exemplo de um silicone volatil de peso molecular
em torno de 371 empregado para implementar a espalhabilidade sem aumentar a
oleosidade da formulacéo [3, 64, 73, 74].

Os emulsionantes influenciam tanto na performance quando aplicado sobre a
pele como na estabilidade da formulagéo no interior da embalagem. Sao responsaveis
pela formagdo da emulséo e pela estabilidade. Podem contribuir para uma boa
distribuicdo das fases da emulsdo formando micelas regulares que assegurem a
estabilidade ao sistema e distribuicdo homogénea para as particulas dos filtros solares
[64]. Um fato que deve ser considerado para a escolha do sistema emulsionante € que
a maioria dos filtros solares apresentam valores de tensdo superficial mais altos que
os emolientes geralmente usados neste tipo de formulag&o. A energia requerida para
estabilizar o sistema é maior, conduzindo ao formulador a necessidade de empregar

maiores concentracdes de emulsionantes de alto EHL [64, 74, 75].
50



Porém, para garantir uma adequada compatibilidade cutanea, sem prejudicar a
estabilidade da formulacdo se faz necessario o uso de aditivos reoldgicos:
carbémeros, crospolimero de acrilato e acrilato de alquila C10-30, hidroxietilceluloses,
gomas naturais: xantana, guar (Cyamopis tetragonoloba), glucomananas, gelas ou os
amidos de batata e milho modificados minimizam a necessidade dos emulsionantes
tradicionais, permitindo variar a viscosidade e incrementar a estabilidade destas
emulsdes [64]. Muitos deles conferem vantagens adicionais ao produto, pois também
atuam como reguladores da evaporacdo da agua da formulacédo e em alguns casos

como formadores de filme, reduzindo a penetragéo cutanea [64, 73, 75, 76].

Outro atributo que os emulsionantes podem conferir é a resisténcia a agua,
garantido a aderéncia do produto sobre a pele por algum tempo quando em contato
com a agua ou mesmo durante a transpiracéo. E desejavel que o filme formado sobre
a pele ndo volte a emulsionar com facilidade, para isso utilizam-se emulsionantes
lipidicos e/ou polimeros emulsionantes que apds a sua deposicdo sobre a pele se

tornam resistentes a formacéao de uma nova emulsao [56, 64, 74, 76].

A escolha correta dos componentes da formulacao é, portanto, de fundamental
importancia para o sucesso do produto. O veiculo influencia determinantemente no
fator de protecédo, uma vez que a formacédo de um filme uniforme e homogéneo sobre
a pele é fundamental para a eficacia do produto [64]. Além disso, o veiculo pode
interagir com os filtros organicos e/ou inorganicos escolhidos na formulagao e também
determinar o tipo de filme formado, proporcionando a maior eficiéncia na protecao,
maior resisténcia a agua e ao suor ou mesmo baixa absorcéo dos ativos, uma vez que

os filtros solares devem ficar na superficie da pele [3, 64, 73, 76, 77].

3.5.4 Caracteristicas das matérias-primas escolhidas

Existem inUmeros emulsionantes, polimeros, emolientes, silicones e
umectantes com diferentes caracteristicas e de diferentes fornecedores no mercado.
Por isso, no presente trabalho, as matérias-primas foram selecionadas com base nas
formulagBes comerciais existentes, realizando-se andilise da composicao de diversas
formulagBes comerciais, procurando-se as matérias-primas mais utilizadas e com
precos mais acessiveis. Abaixo estdo descritas as caracterisiticas e funcdes de cada

uma das matérias-primas selecionadas.
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O élcool cetoestearilico 30/70 (Cetearyl Alcohol) possui propriedades
emolientes, emulsificantes, principalmente de consisténcia em produtos cosméticos.
(EHL: 16) [64, 76, 78].

O alcool ceto-estearilico-etoxilado 20EO ou Emulgim B2® (Ceteareth-20)
é um emulsionante classico para emulsdes. E produzido a partir da mistura de 70%
de alcool estearilico e 30% de alcool cetilico e etoxilado com oxido de etileno para
produzir um emulsionante ndo ibnico. Pertence a uma classe de compostos quimicos
chamado é&lcool graxo, onde possui uma cadeia graxa lipofilica com 16 a 18 carbonos.
Apresenta-se em forma de flocos ou em pd de cor branca e odor caracteristico
podendo ser natural ou de origem sintética. A compatibilidade deste emulsionante com
0s alcoois graxos utilizados como agentes de consisténcia, sua forma soélida e seu alto
EHL garantem a obtencdo de emulsBes Oleo/agua (cremes e lo¢gBes) com alta
estabilidade (EHL: 10) [64, 76, 78].

A goma xantana (xanthan gum) é caracterizada como agente suspensor,
formador de gel anidnico, estabilizante e agente de consisténcia para emulsdes [76,
78]. Apresenta boa estabilidade em meios acidos e na presenca de sais, assim como
grande resisténcia ao aquecimento e cisalhamento, importantes para adequacao do
processo de preparo das formulacfes, além de proporcionar estabilidade do sistema
emulsionante e sustentabilidade da formulacédo garantindo a homogeneidade do lote
[64, 73].

O Pemulen TR-1 (Acrylates/C10-30 alkyl acrylate cross-polymer) é um
emulsionante polimérico de acido poliacrilico predominantemente de alta massa
molecular. Suas moléculas possuem uma pequena porc¢ao lipofilica e uma grande
porcdo hidrofilica. Essa estrutura quimica permite que funcione como um

emulsionante primario em emulsdes do tipo 6leo-agua [74, 76, 79].

O ciclopentasiloxane (Dow Corning 245) é um polidimetilciclosiloxano volatil
composto principalmente de ciclopentasiloxano. E transparente, inodoro e sem
oleosidade. Caracteriza-se por boa solubilidade na maioria dos alcoois anidricos e em
muitos solventes cosmeéticos. Concede sensagdo sedosa suave a pele, ndo deixa
residuo ou acumulo oleoso e ndo é gorduroso (EHL: 8) [64, 74, 80]. E usado para

incrementar a espalhabilidade e diminuir a oleosidade da formulagao.
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O elastdmero de silicone (DC 9040) é um polimero de silicone, que promove
toque seco a formulacdo e uma leve sensacéo de pele aveludada sem ser gorduroso,
além disso, reduz a pegajosidade das formulacdes e possui rapida absorcéo [64, 76,
80].

O dbleo de arroz (Oriza sativa) é extraido do farelo de arroz, da espécie Oryza
sativa é considerado superior a outros 6leos vegetais, por possuir fotoquimicos, como
Y-orizanol, tocoferois e tocotrienois (Vitamina E), que se encontram na fracdo da
matéria- insaponificavel, estes desempenham um fator importante na estabilidade
oxidativa. Devido ao expressivo teor destes fotoquimicos o 6leo de arroz possui

potente propriedade antioxidante (EHL: 7) [81].

O butil hidroxi tolueno-BHT (2,6 di-tercio-butil-4-metil fenol) é utilizado para
proteger Oleos, gorduras, ceras e principios ativos lipossollaveis contra oxidagédo. Os
melhores resultados sdo obtidos quando se utilizam misturas sinérgicas de

antioxidantes, um sinergista e um sequestrante de metais como o EDTA [64].

O disodium EDTA (acido etilenodiaminatetracético- sal dissédico [EDTA-
Naz2] € um agente quelante de metais, potencializa o sistema conservante da
formulacéo, previne a oxidacao lipidica em produtos emulsionados. Considerando que
os ions metalicos podem entrar em uma formulacdo dermocosmética de diversas
formas (pela 4gua, pelas matérias-primas, por embalagens, etc), e que € impossivel
evitar completamente a sua presenca, a solucdo para minimizar os problemas
causados por eles é a adicdo de agentes quelantes a formulacdo. O uso do EDTA
previne a rancificacdo, age como um potencializador do sistema conservante. Além
disso, protege a fragrancia contra a auto-oxidacao catalisada por metais e estabiliza

doadores de viscosidade [64].

A glicerina (glycerin) de origem vegetal é considerada um dos melhores
agentes umectantes, podendo ser empregada em formulagdes cosméticas destinadas

a promover hidratacdo, através da retencdo da umidade sobre a pele [64].

O Dry-flo™ Pure (aluminium starch octenylsuccinate) € um polimero
natural, hidrofobicamente modificado. Normalmente é utilizado como um modificador
de sensorial em emulsbes e formulagcbes a base de agua, bem como unguentos,

pomadas e formulacdes anidras. Possui propriedades de maciez e toque aveludado.
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Pode ser utilizado em formulagfes liquidas ou em pds, melhorando a aparéncia das
formulacbes e adsorvendo a oleosidade excessiva da pele. Dry-Flo™ Pure quando
formulado em protetores e bloqueadores solares, melhora as propriedades taticas,

reduz espalhabilidade e aumenta o FPS, sem promover residuo branco [82].

O amphisol K (potassium cetyl phosphate) € um emulsionate O/A de caréater
anibnico, éster de cadeia longa. Analogo aos fosfolipidios naturais da pele, adequado
para formulacdes que requerem resisténcia a agua. Auxilia a estabilizar a emulséo
(EHL: 10) [83, 84].

O Lexefeel Natural (heptyl undecylenate) € um emoliente derivado do 6leo
de ricino, com sensorial leve e seco. Ajuda na solubilizacdo dos filtros solares da
formulacé@o, além de ser um modificador de sensorial, auxiliando na redugédo da
oleosidade [85].

O Lexefel 7 (neopentyl glycol diheptanoate) € um éster claro e seco utilizado
em formulacdes fotoprotetoras, em cremes hidratantes suaves, em lo¢cdes para o

rosto. E ideal para solubilizar filtros organicos [86].

3.5.4.1 Caracteristicas dos filtros solares escolhidos

As exigéncias das agéncias reguladoras para que as formulacdes
fotoprotetoras tenham amplo espectro de protecéo ou seja protecdo contra a radiacédo
UVA e UVB tem estimulado o uso associado de filtros solares organicos e organicos
e inorganicos, além do uso simultaneo de ativos antiradicais livres e do uso de
ingredientes que contribuam para o aumento do FPS e estabiliza¢do da formulagéo e

dos filtros solares [64, 73].

E comum a associa¢do de dois ou mais filtros organicos em formulacdes
fotoprotetoras, pois um filtro organico utilizado isoladamente dificilmente ira
proporcionar altos valores de FPS e um amplo espectro de acao. Desta forma,
associar dois ou mais filtros organicos permite que se obtenha altos valores de FPS e

um amplo espectro de protecdo, além disso, pode-se utiliza-los em quantidades
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menores que as maximas permitidas, reduzindo assim efeitos toxicos e alergénicos

inerentes aos diversos filtros disponiveis [64].

Além disso, a associacdo dos filtros organicos com os filtros inorganicos
proporciona formulacées com potenciais alergénicos menores e maior segurancga,
permitindo o desenvolvimento de formulagbes que atendam a grupos especificos

como idosos, gestantes e criancas [73].

Uma ferramenta muito Gtil na elaboracdo de perfiis de absorcdo e para a
triagem e desenvolvimento de formulacBes fotoprotetoras € o BASF Sunscreen
Simulator, que é uma ferramente disponibilizada pele BASF- The Chemical Company
para o uso de desenvolvedores de fotoprotetores. E um programa de célculo que
estima fatores de protecdo UVA e UVB para modelos tedricos de formulagbes
fotoprotetoras atuando como um teste in silico na prototipagem de formulacdes,
reduzindo o custo e o tempo de avaliacdo de formulacfes candidatas a fotoprotetores,
assim como a melhor associacdo de filtros para fatores de protecdo mais eficientes
[54].

Os filtros solares escolhidos para a elaboracdo das formulagcbes
desenvolvidadas foram: avobenzona, metilbenzilideno-canfora, etilmetoxinamato,
octocrileno, Tinosorb M, dioxido de titdnio, Uvinul A plus, descritos separadamente
abaixo.

Avobenzona (butyl methoxydibenzoyl methane) é um filtro UVA, amplamente
utilizado na Uni&o Europeia, Austrélia, Jap&do e EUA [64]. E muito fotoinstavel, mas,
pode ser fotoestabilizado com a associacdo de outros filtros solares como o
metilbenzilideno-canfora e o octocrileno. Atua entre 320 a 400 nm, é lipossoluvel e
associado a filtros UVB, alcanca um FPS mais amplo. Esta associacdo permite o
desenvolvimento de protetores solares com um largo espectro de absorcao . Este filtro
tende a formar complexo com metais pesados, isto pode ser evitado pela adicao de
EDTA, durante a preparacao dos produtos [64, 73]. Sua estrutura quimica encontra-

se abaixo na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura quimica da avobenzona (butyl methoxydibenzoyl methane) [87].

Octocrileno (ethyl hexyl cyano diphenyl acrylate) comecou a ser amplamente
utiizado apés as publicacbes da L'Oreal mostrarem que ele aumenta a
fotoestabilidade de formulacdes contendo avobenzona [64]. E um filtro UVB com
comprimento maximo de 303 nm e um coeficiente de extincdo molar de 12.600. Pode
auxiliar na resisténcia a agua da formulacéo [64]. Sua estrutura quimica encontra-se

na Figura 7.

Figura 7. Estrutura quimica do octocrileno (ethyl hexyl cyano diphenyl acrylate) [87].

Metilbenzilideno-canfora (4-methylbenzylidene camphor) é um filtro solar com
alto grau de absorcéo da radiac&o ultravioleta B, com pico de absor¢do em 300 nm. E
utilizado para estabilizar a Avobenzona [64]. Tem sido amplamente estudado devido
a sua permeacao cutanea, porém de acordo com a COLIPA ele é seguro quando
usado em uma concentragdo maxima de 4% na formulacdo [88]. Sua estrutura

guimica encontra-se na Figura 8.
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Figura 8. Estrutura quimica Metil-canfor (4-Methylbenzylidene Camphor) [87].

s

Etilmetoxinamato (ethylhexyl methoxycinnamate) é o filtro UVB mais
frequentemente utilizado, possui pico de absor¢do em 308 nm [73], sendo facilmente
incorporavel em formulacdes fotoprotetoras. E um liquido de cor transparente a cor
amarela clara, com odor caracteristico [64]. Sua estrutura quimica encontra-se na

Figura 9.

Figura 9. Estrutura quimica etilmetoxinamato (Ethylhexyl Methoxycinnamate) [87].

Tinosorb M (methylene bis-benzotriazolyl tetramethylbutylphenol) é uma
nova classe de absorvedores UV (340 a 400 nm) da familia dos benzotriazodis,
fotoestaveis e com alto peso molecular, 0 que impede sua penetracao na pele, algo
importante no desenvolvimento de fotoprotetores, pois deseja-se que formem uma
barreira sobre pele. Apresenta a capacidade de reflexdo e dispersdao da radiacao,
além da capacidade de absorcéo das radiacdes UV e visivel, comportando-se, desta
forma, como um filtro também de efeito fisico. Por se tratar de uma dispersao aguosa,
deve ser adicionado na fase aquosa ou apds a emulsificacdo porém, como ele esta
em dispersao com cerca de 50% é preciso aplicar fator de correcao [64]. Sua estrutura
quimica encontra-se na Figura 10.
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Figura 10. Estrutura quimica do tinosorb M (Methylene Bis-Benzotriazolyl

Tetramethylbutylphenol) [87].

Uvinul A plus (diethylamino hydroxybenzoyl hexyl benzoate) € um filtro
organico UVA de longo espectro, fotoestavel, com pico de absorcdo maxima em 354
nm. Foi introduzido no mercado com o objetivo de substituir a avobenzona, mas
apresenta o inconveniente de possuir coloracdo amarela o que ndo é muito bem aceito
pelos usuarios [64]. De acordo com a COLIPA ele ndo é toxico quando usado em

concentracdo de até 10% [89]. Sua estrutura quimica encontra-se na Figura 11.

Figura 11. Estrutura quimica do uvinul A plus (diethylamino hydroxybenzoyl Hexyl benzoate)
[87].

Di6xido de titanio micronizado (titanium dioxide) é insolivel em agua e em
6leo, sendo apenas dispersivel nestes meios ou em silicone. Para contornar esse
problema, novas tecnologias tem surgido com sucesso, como a
micronizagdo/nanomizacdo das particulas. E frequentemente revestido com outros
materiais, tais como silicones, acidos graxos, ou oxidos de aluminio, para auxiliar na
disperséo. Estes revestimentos foram desenvolvidas para reduzir a aglomeracéo das

particulas, facilitando sua dispersdo na formulacdo e melhorando sua distribuigéo
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guando aplicado sobre a pele. Pode ser utilizado para aumentar fator de protecéao
solar de um produto cosmético, atingindo um espectro entre a radiacdo UVB e UVA.
Para tamanhos de particulas abaixo de 300 nm o produto ndo proporciona efeito

esbranquicado na pele [64].
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3.6 Repelentes contra insetos

Mais de 200 municipios do Rio Grande do Sul séo atingidos por espécies de
Simulium sp (das 30 espécies descritas, algumas séo inofensivas). A que mais ataca
o homem é a Simulium pertinax (borrachudo), caracterizado por sua habilidade em
sugar o sangue humano. A secretaria estadual de salude desenvolveu um programa
de controle que utiliza larvicida bioldgico como estratégia para controlar a proliferacao
do mosquito, entretanto, em virtude da poluicdo e do desmatamento, a incidéncia do
borrachudo vem crescendo [90]. Em muitas circunstancias a aplicacéo de repelentes
na pele, pode ser a Unica alternativa para evitar picadas de inseto [91].

Uma Unica picada de inseto pode ser suficiente para a transmissao de diversas
enfermidades [91]. Estas enfermidades acometem milhdes de pessoas a cada
ano, tendo sua maior incidéncia em paises tropicais e subtropicais, onde o0s
vetores possuem maior facilidade de proliferacdo [91]. Além disso, uma Unica
picada é capaz de causar desde um simples desconforto, severas alergias,
microcefalia, hemorragia até a morte por malaria ou dengue [92]. As picadas também
podem causar efeitos locais, tais como, irritacdes e infeccdo secundérias, dor,

papulas, vesiculas, estroéfilos, prurido, entre outros [91].

Alguns fatores intrinsecos do organismo podem aumentar a predisposicdo a
picadas de insetos entre eles a presenca de eczema, idade, sexo (sendo que 0 sexo
masculino possui mais predisposicdo a picadas), utilizacdo de roupas escuras, calor,
umidade e também alguns odores como perfumes, suor, acido latico e CO? que sao

exalados pela pele [91].

Dentre as doencas vetorizadas por insetos, podemos citar dengue, malaria,
febre amarela, zica e chikungunya, entre outras [92]. Dentre as medidas que podem
diminuir significativamente a incidéncia de doencas causadas por vetores estdo a
utilizacdo de roupas apropriadas e repelentes que agem como uma barreira quimica
contra os insetos. Outro método de prevencgdo as doencas transmitidas por vetores é
a utilizacdo de medicamentos profilaticos e vacinas, sendo estas recomendadas
principalmente para turistas que viajam para lugares de risco [93]. Entretanto, essa

alternativa é eficaz apenas para uma minoria de doengas vetorizadas por insetos e
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ndo sendo totalmente eficaz [93]. Desse modo, medidas de prevencao as picadas de
insetos sao importantes para evitar a difuséo dessas doencas [91].

Os repelentes topicos sdo uma das maneiras mais eficazes e simples de se
prevenir as picadas. Em alguns casos, 0 uso de repelentes topicos torna-se a unica
alternativa contra os insetos [91]. Esses produtos estdo presentes no mercado nas
formas de spray, creme, logéo, roll-on, bastéo, protetor solar, entre outros [93]. No
entanto, para o repelente topico ser considerado eficaz, deve-se estar atento a alguns
parametros como frequéncia e uniformidade de aplicagéo, grau de volatilidade do ativo
da substancia, absorcédo pela pele, lavagem da substancia pelo suor e espécie do
inseto [93].

O repelente sintético mais conhecido e utilizado € o N,N-dietil-3-metilbenzamida
(DEET). Esta substancia tem eficacia comprovada em formulagBes comerciais em
concentracfes que variam de 7,0 a 50%. Embora esteja presente no mercado ha mais
de 40 anos, o DEET, pode causar efeitos toxicos, principalmente em criancas e
gestantes entre elas, irritacdo dérmica, dermatite de contato, entre outras [91]. O
DEET possui também o inconveniente de causar danos as roupas sintéticas e a
plasticos, devendo-se evitar o contato do produto com acessoérios como oOculos,
reldgios e pulseiras. Além disso, existem relatos de interacdo do DEET com filtro solar,
levando a diminuicdo do fator de protecdo, e aumentando em até seis vezes a

absorcéo cutanea de DEET [94].

O repelente Merck IR 3535®, etil-butil-aminopropionato pode ser uma alternativa
aos demais repelentes existentes. Utilizado em mais de 150 produtos de consumo em
todo o mundo, encontra-se disponivel na Europa ha mais de 20 anos, e desde 1999
nos EUA [95]. E ativo contra mosquitos, moscas, carrapatos, piolhos, vespas e
abelhas. Sua estrutura quimica é baseada em uma substancia natural (beta-alanina).
Sua eficacia é totalmente comparavel a do DEET, mas ele tem um perfil toxicologico
muito mais interessante e boas propriedades cosmeéticas. E efetivo contra diversos

tipos de mosquitos entre eles, o Aedes aegypti, e o Simulidae sp [91].

Existem também substancias que, além de repelir, matam 0s insetos como 0s

derivados piretroides. Nesta classe esta incluida a permetrina. A permetrina é

amplamente utilizada para a impregnac&o de roupas, mosqueteiros e telas [96, 97]. E
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uma forma sintética do composto inseticida que ocorre naturalmente em crisantemos.

E usada em concentracfes variadas para tratamento de piolho e carrapatos [96].

Existe no mercado uma grande quantidade de repelentes quimicos e naturais,
também denominados sintéticos e derivados de plantas. Os repelentes sintéticos
tendem a ser mais efetivos do que os naturais, que geralmente requerem reaplicacéo
frequente por possuirem um menor tempo de duracdo e um alto grau de volatilizacédo
[93]. Os repelentes naturais séo classificados como substancias com um leve odor,
gue tem a capacidade de repelir os insetos, quando aplicados sobre a pele, evitando
as picadas [98]. Os repelentes quimicos, por sua vez, sdo classificados como
substancias mais eficazes e duradouras [93], e que ndo possuem odor muito
pronunciado. A eficacia e tempo de duracdo da protecdo do repelente variam de
acordo com o produto utilizado e a espécie do mosquito. Em termos gerais, uma alta
concentracdo do ativo produz uma protecdo prolongada. Alguns produtos, como
formulacbes microencapsuladas, tem a capacidade de produzir uma liberacéo

sustentada do ativo, promovendo um longo tempo de protecao [99].

Além disso, para aumentar a eficacia dos ativos repelentes se faz necessério a
adicao de agentes formadores de filmes na formulacdo como crospolimero de acrilato
e acrilato de alquila C10-30. Também é necessario escolher corretamente 0s
emulsionantes pois muitos sdo incompativeis com os repelentes. E ainda, alguns
polimeros como a goma xantana auxiliam na estabilizacdo das emulsdes repelentes

[91].

Ha véarios anos, pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de encontrar
repelente ideal, que possua caracteristicas como, tempo prolongado de ac¢éo, eficacia
frente a diversas espécies de artropodes, volatilidade suficiente para manter a
concentracdo no ar préximo a pele, ndo permitindo que a substancia se dissipe em
pouco tempo, possuir odor agradavel e/ou ser inodoro, ndo causar danos as roupas e
nao ser irritante a pele, mucosas ou apresentar toxicidade sistémica [91]. Até o
momento, No entanto, esse objetivo ndo foi alcangado. Cabe ainda salientar que o uso
excessivo desses produtos e sem orientagéo, principalmente aqueles em forma de
aerossol, pode causar diversos danos a saude e até casos de intoxicagdo, como
confusdo mental, ataxia, insbnia, urticaria, tremores, hipotenséo e até coma [98]. Com

0s inumeros casos de doencas transmitidas por insetos entre eles o Aedes aegypti
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mosquito que transmite a dengue, chikugunya e zika faz-se necessério estudos que
visam melhorar as caracteristicas dos repelentes, como eficacia e seguranca

garantindo protecao contra estas doencas.
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Capitulo 1: Desenvolvimento de prototipos de protetores solares de amplo espectro
(Fator de protecao solar 30) visando a transferéncia de tecnologia ao Laboratoério
Farmacéutico do Estado (LAFERGS).






4.Introducao

A questdo do cancer de pele é multifacetada. Em um primeiro momento, €&
necessario dar énfase aos efeitos negativos que os raios solares podem ter sobre o0
corpo humano. Num pais tropical como 0 nosso, a exposi¢cao demasiada ao sol ndo
acontece apenas em momentos de lazer, como na praia, ha piscina ou parques, mas
também no dia-a-dia de milhdes de trabalhadores que sdo obrigados, pelas
caracteristicas de suas funcgbes, a trabalhar se expondo ao sol diariamente,
aumentando o risco de desenvolverem céancer de pele, como ocorre em algumas
profissdes entre elas: operarios da construcao civil, carteiros, trabalhadores rurais,

guardas de transito, varredores de rua, entre outras [49].

O cancer de pele € uma doenca frequente, sendo 0 mais incidente no Brasil.
Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o carcinoma basocelular e
epidermdide sdo os mais comuns e correspondem a 70% e 25%, respectivamente,
dos casos totais de cancer de pele. O cancer de pele ndo melanoma € mais frequente
em adultos, com picos de incidéncia por volta dos 40 anos. Segundo um estudo
realizado pela Sociedade Brasileira de Dermatologia cidades sem praias tém
incidéncia de cancer de pele 40% maior do que nos municipios que ficam a beira-mar.
Este fato pode ter relacdo com a associacdo que as pessoas fazem da necessidade
do uso do protetor solar somente na praia [100].

A utilizacdo de blogueadores solares como uma forma efetiva de protecdo na
reducdo da formacdo de lesdes pré-cancerigenas e cancerigenas tem sido
amplamente discutida na literatura [15]. Mas, o papel dos protetores solares, na
prevencdo do cancer de pele, ainda néo foi claramente definido. Um estudo clinico
randomizado realizado por Green e colaboradores na Australia, com 1621 pacientes,
entre 1996-2006, mostrou que o melanoma pode ser evitado com o uso regular de
protetor solar [101].

Os protetores solares bloqueiam a interagcédo da radiacdo UV com a pele e, assim,
limitam a quantidade de dano ocasionado pela luz UV. Apesar de nao ser aprovado

pelo FDA para prevencao de cancer de pele, os dados disponiveis sugerem que 0s
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filtros solares poderiam reduzir a incidéncia da queratose aquitinica, indicadora de
dano solar [45]. Embora os protetores solares possam ser essenciais na prevencao
do cancer de pele, varios fatores podem limitar a sua eficacia. Estes incluem a baixa
adesao do paciente, a grande quantidade de filtro solar necesséria para se obter o
fator de protecdo solar adequada. Além disso, alguns autores, sujerem que a sua
utilizacdo pode ser associada com um aumento no risco do desenvolvimento de
melanoma [49]. Isto pode ser explicado pelo fato de que algumas pessoas que utilizam
protetor solar prolongam a sua exposicdo ao sol e/ou acabam achando ndo ser
necesséria a utilizacdo de outros meios de protecdo como chapéus e roupas
apropriadas, além de se exporem ao sol nos horarios de maior risco [102].

Apenas alertar sobre os riscos do cancer de pele, contudo, ndo é suficiente. E
essencial que se apontem as formas de prevencdao, entre elas, a mais simples € o uso
de protetores solares, que pode reduzir as chances de desenvolvimento de cancer de
pele. [22, 103] Além de incentivar o uso também é necesséario facilitar o acesso aos

fotoprotetores, pelo barateamento dos precos e pela distribuicdo ampla.

O fornecimento de protetores solares no Rio Grande do Sul faz parte de um
conjunto de medidas definidas pelo Decreto N° 50.776, de 23 de outubro de 2013, que
dispde sobre a prevencdo e o combate as doencas associadas a exposi¢ao solar.
Seguindo critérios técnicos, a distribuicdo dos protetores deve ser realizada em 129
municipios que sédo considerados prioritarios por apresentarem maior mortalidade por
melanoma, de acordo com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), bem
como cidades que contam com populacdes de pescadores e aquicultores. No Rio
Grande do Sul, segundo o INCA, a incidéncia de melanomas malignos esta acima da
média nacional. Estdo sendo, disponibilizadas trés unidades com Fator de Protecéo

Solar igual ou superior a 30, sendo uma a cada quatro meses [39, 104].

A presente dissertacao de mestrado teve por motivacdo uma demanda especifica
do Laboratério Farmacéutico do Estado do Rio Grande do Sul (LAFERGS) ao nosso
grupo de pesquisa para o desenvolvimento de uma formulagdo fotoprotetora para
posterior transferéncia da tecnologia. A parceria entre a Faculdade de Farmacia e o
LAFERGS foi formalizada através do Convénio numero 23078.002214/13-33 e visa 0
desenvolvimento de protétipos de fotoprotetores, entre outras atividades.

Especificamente, o objetivo do projeto em parceria foi a proposicao de formulacdes
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de fotoprotetores que atendam 0s seguintes requisitos: boa cosmeticidade, Fator de
Protecdo Solar 30 e com amplo espectro de acdo (protecéo contra radiagdes UVA e
UVB). Adicionalmente, também foi estabelecida a meta de estudar a possibilidade de
produzir prototipos multifuncionais, como por exemplo, mediante a incorporacéao de

substancias repelentes de insetos (Capitulo 1 da presente dissertacdo).

Apos o desenvolvimento em escala de bancada a ser realizado no presente
trabalho, a segunda etapa do projeto consistira na transferéncia da tecnologia para o
LAFERGS, que prosseguird com o escalonamento do processo produtivo e ensaios
clinicos visando o seu registro na Anvisa. Apds esta etapa, o objetivo final € que o
LAFERGS passe a produzi-lo em escala industrial e o distribua, atendendo o Decreto
N° 50.776, de 23 de outubro de 2013.

A selecdo da matéria-prima antioxidante para incorporagéo nas formulagées foi
direcionada aos ingredientes da economia local, buscando a valorizacdo de produtos
inseridos nos arranjos produtivos do Estado do Rio Grande do Sul. Assim, utilizou-se
como diferencial da formulacéo o éleo de arroz que é extraido do farelo de arroz, que
€ um subproduto do processo de moagem do arroz e é muito conhecido por seus
potenciais beneficios da pele como elevada atividade antioxidante e hidratante [105].
Ele contém alta concentracdo de compostos bioativos importantes especialmente
agueles com propriedades antienvelhecimento, tais como a vitamina E, y-oryzanol e
acido ferulico [106]. A escolha deste ativo teve como objetivo valorizar o plantio do
arroz pelos agricultores do Rio Grande do Sul, estado de maior producao de arroz do
Brasil [107]. Futuramente, os agricultores serdo os maiores contemplados com a

distribuicdo gratuita dos fotoprotetores.

Além de agregar ao protetor solar produzido os beneficios do 6leo de arroz
verificou-se a necessidade de vincular ao produto repeléncia contra insetos. No Rio
Grande do Sul os insetos hematofagos da familia Simulidae (Diptera nematocera)
geram extremo desconforto e agravos a saude decorrentes das suas picadas, muitas
vezes exigindo atendimento médico por dermatite e febre, havendo até casos de
internacdo hospitalar. Esta situacéo é conhecida hd muitas décadas em especial nas
areas rurais onde sua presenca interfere nas atividades e na qualidade de vida dos

moradores [108].
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Face ao exposto, o primeiro capitulo visa desenvolver emulsdes fotoprotetoras
e emulsdes fotoprotetoras contendo repelente de insetos, e estudar suas
estabilidades, parametros como propriedades fisico-quimicas, perfis reologicos,

capacidades fotoprotetoras e perfis de irritacéo.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo Geral

Desenvolver prototipos de protetores solares de amplo espectro, contendo ou
ndo repeléncia de insetos, visando a transferéncia de tecnologia ao Laboratério
Farmacéutico do Estado (LAFERGS).

5.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver protétipos de protetor solar de amplo espectro com fator de
prote¢éo solar UVA/UVB estimado FPS30;

e Avaliar por meio de teste in vitro a capacidade fotoprototora das formulacdes;

¢ Avaliar a influéncia do repelente de insetos na capacidade fotoprotetora;

e Avaliar o perfil de seguranga (mediante a avaliacdo do potencial irritativo em

modelo de ovos embrionados).
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6. Metodologias

6.1- Matérias-primas e equipamentos

6.1.2 Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas para o desenvolvimento das formulacfes

semissoélidas encontram-se relacionadas na Tabela 6.

Tabela 6. Matérias-primas utilizadas para a producédo das formula¢des semissélidas.

Nome comercial INCI Fornecedor
Alcool cetoestearilico 30/70 Cetearyl Alcohol Fagron
Alcool cetoestearilico- Ceteareth - 20 Fagron
etoxilado

Ampisol K Potassium Cetyl Phosphate Sarfam
Avobenzona Avobenzone Biovital
BHT Hidroxitolueno butilado Lab Sul
Ciclometicone DC 245 Cyclomethicone Embrafarma
Diéxido de titanio T-lite Titanium Dioxide Biovital
Dow Corning 9040 Cyclomethicone (and) Dimethicone Crosspolymer | Embrafarma
Dry-flo-pure Aluminium Starch Octenylsuccinate Sarfam
EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid Lab Sul
Esséncia Perfum Inst Pasteur
Etilmetoxinamato Octilmetoxinamato Biovital
Glicerina Propano-1,2,3-triol Mapric
Goma xantana Xanthan Gum Mapric
Hidréxido de sddio Sodium hydroxide Lab Sul
IR3535 Ethyl butylacetylaminopropionate Fagron
Lexfel 7 Neopentyl Glycol Diheptanoate Sarfam
Lexfel natural Heptyl Undecylenate Sarfam
Metilbenzilideno canfor 4-Methylbenzylidene Camphor Lab Sul
Metilparabeno Methylparaben Fagron
Oleo de arroz Rice oil Mundo

Oleos
Pemulen TR1 Acrylates/C10-30 alkyl acrylate cross-polymer Sarfam
Propilparabeno Propylparaben Fagron
Tinosorb M (50%) Methylene Bis-Benzotriazolyl Biovital
Tetramethylbutylphenol

Uvinul A plus Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate Embrafarma
Uvinul N 539-T Octocrylene Embrafarma
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6.1.3 Reagentes e solventes

e Acetonitrila grau CLAE - Merck;

e Acido acético (Synth, Brasil);

e Hidroxido de sodio 0,1 M (Synth Brasil);

e Ovos de galinha embrionados (10° dia de incubacé&o), Novagro, Montenegro-
RS;

e Percloratro de tetrabutilamonio (TBA) (Sigma Aldrich);

¢ Resveratrol (PharmaNostra);

e Fotoprotetor L’Oreal FPS 30 e Fotoprotetor Instituto Pasteur FPS 30.

6.1.4 Equipamentos

e Agitador de hélice — RW 20, Ika, Sdo Paulo - SP, Brasil

e Balanca analitica — Denver APX200

e Centrifuga MTDIIPLUS (Servilab)

e CLAE- Perkin Elmer, Séo Paulo - SP, Brasil

e Coluna LiCrospher®100 RP-18 (250 mm X 4,0 mm x 5 um) - Merck
e Mastersizer ® 2000, Malvern

e Viscosimetro rotacional- LVDV-II+Pro Brookfield

e Poténciometro- Ultra Basic, Denver Instrument

6.2 Métodos

6.2.1 Preparagéao das formas farmacéuticas semissolidas

Os componentes da fase A foram transferidos para um béquer (250 mL) e
levados a aquecimento até fusdo completa de todos os componentes. Em outro
béquer pesou-se os componentes da fase B e colocou-se em aquecimento com

agitacdo até completa homogeneizagdo dos componentes, a temperatura de 75 °C.
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Verteu-se a fase A sobre a fase B sob constante agitacdo, mantendo-se a temperatura
em 75 °C, por aproximadamente 5 minutos. Transcorrido este periodo (emulsificacao)
adicionou-se a fase C a mistura, sempre com agitacdo. Esperou-se atingir a
temperatura de aproximadamente 35 °C e adicionou-se as fases D, E, F e G, nesta
sequéncia, com 5 minutos de agitacdo entre a adicdo de cada uma como mostrado
na Figura 12. Esperou-se o resfriamento da formulacdo até temperatura ambiente e
acondicionou-se na embalagem apropriada. A composicdo das formulacdes esta

descrita na Tabela 7.

(C) Dioxido de

(D) Tinosorb M

(E) 3° Silicone 9040 +
DC245

e ®

Fase oleosa (A) Fase aquosa (B)

(F) 4° Dry flo-pure
e fragrancia

Figura 12. Producéo das emulsdes fotoprotetoras.
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Tabela 7. Composicdo das formulagbes (Protsoll e Protsol2) e suas respectivas

concentragoes.
(%)

Fase Componente FOTOPROT 1 FOTOPROT?2

A Glicerina 1,00 1,00
Goma xantana 0,30 0,30
Hidroxido de sédio 0,20 0,20
EDTA 0,10 0,10
Pemulen TR1 0,30 0,30
Nipazol 0,10 0,10
Agua gsp 100

B Alcool cetoestearilico 30/70 1,80 1,80
Alcool etoxilado 200E 0,50 0,50
Ampisol K 2,00 2,00
BHT 0,05 0,05
Nipagim 0,20 0,20
Lexfel 7 3,00 3,00
Lexfel natural 3,00 3,00
Oleo de arroz 0,50 0,50
Avobenzona 4,00
Uvinul A plus 3,00
Metil-canfor 4,00 3,00
Etilmetoxinamato 4,00 4,00
Octocrileno 5,00 5,00

C TCM 1,00 1,00
Di6xido de titanio 1,00 1,00

D Tinosorb M 1,00 1,00

E Phenova(ACNIBIO AP) 0,15 0,15

F DC245 1,00 1,00
DC9040 0,50 0,50

G Dry-flopure 1,00 1,00
Fragrancia 0,20 0,20

6.2.2 Estimativa do Fator de Fotoprotecédo Solar (FPS)

O FPS das emulsdes fotoprotetoras foi estimado através do dispositivo
eletrbnico BASF Protetor solar Simulator (www.sunscreensimulator.basf.com), o qual
faz célculos preditivos do FPS, bem como os indicadores de prote¢cdo UVA, com base

nas matérias-primas e suas devidas proporgoes.
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6.2.3 Determinacao da estabilidade preliminar das formula¢cdes semissélidas

Antes de iniciar os estudos de estabilidade as formulacdes foram submetidas
ao teste de centrifugacdo e a determinacdo da estabilidade preliminar. Para isso
centrifugou-se uma aliquota (10 g) de cada formulagdo desenvolvida a 3.000 rpm
durante 30 minutos. As formulacdes que permaneceram estaveis foram entao

submetidas aos testes de estabilidade preliminar (Guia 2004 ANVISA).

O estudo da estabilidade preliminar foi realizado durante quinze dias sendo
importante na triagem das formulacdes. As formulacfes em teste foram submetidas a
condicbes de estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de
instabilidade. As amostras foram submetidas a aquecimento em estufa (45°C £ 2°C),
resfriamento em refrigerador (-10°C = 2°C) e a ciclos alternados de resfriamento e

aguecimento durante 15 dias.

6.2.4 Determinacdo da estabilidade das formulacdes semissolidas

As amostras para teste de estabilidade foram acondicionadas em bisnagas
plasticas, opacas, de parede simples, com tampa. A cada embalagem foi adicionada
a quantidade de 100 gramas para cada formulacdo, sendo todas devidamente
identificadas.

6.2.4.1 Teste de estabilidade acelerada

As amostras foram submetidas a estudos de estabilidade acelerada de
acordo com os procedimentos descritos no Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (ANVISA, 2004). Para isso foram submetidas as condicbes de
temperatura ambiente (20-25°C), geladeira (-10°C £ 2°C) e estufa (40 = 2°C) sendo
posteriormente (1, 30 e 90 dias) avaliados os seguintes fatores: separacéo de fases,
aparéncia, cor, odor e pH. Em cada condicdo testada, utilizaram-se 3 amostras

extraidas de cada frasco (de 100 g) de formulacao.
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6.2.4.2 Aparéncia, cor e odor

Essa avaliagao foi feita de forma subjetiva, por comparacdo entre todas as
amostras produzidas submetidas as diferentes condi¢cdes. Para a avaliacdo da
aparéncia, observaram-se niveis de alteracdo que foram classificados em (I) normal,
sem alteracao, (Il) levemente separado, levemente precipitado ou levemente turvo e
(1) separado, precipitado ou turvo. A graduacao dos niveis de alteracéo de cor e odor
observada na formulacao foi classificada de acordo com os seguintes critérios: (I)
normal sem alteracao; (Il) levemente modificada; (lll) modificada e (IV) intensamente
modificada (ANVISA, 2004).

6.2.4.3 Teste de ciclo gelo-de-gelo

Amostras foram colocadas em estufa a 40 + 2°C e em freezer -5 + 2°C,
alternando-se entre o freezer e a estufa a cada 24 horas, por um periodo de 7 dias.
Ao final desse ciclo, as amostras foram submetidas a acéo de centrifuga a 3000 rpm
durante 45 minutos e avaliadas de acordo com 0s seguintes critérios: (1) sem

separacao de fases; (2) leve separacao de fases; (3) notavel separacao de fases [109].

6.2.4.4 Teste de estufa e centrifuga combinados

As amostras foram colocadas em estufa a 40 + 2°C e ap0s 24 e 168 horas (7
dias) aliquotas foram submetidas a acédo da centrifuga durante 1 hora a 3000 rpm,
sendo entdo avaliadas macroscopicamente de acordo com os critérios: (1) sem

separacao de fases; (2) leve separacéo de fases e (3) separacéo de fases [109].

6.2.5 Determinacao do pH das formulagfes semissadlidas

As formas farmacéuticas semissolidas foram diluidas a 10% (m/v) em agua

ultrapura, e as determinacbes do pH foram efetuadas utilizando-se potenciémetro
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calibrado com solugéo tampéao pH 4,0 e 7,0. Os resultados representam a média de

trés determinacdes.

6.2.6 Analise reoldgica das formulagdes semissoélidas

As caracteristicas reologicas das formulagfes foram avaliadas com o auxilio de
viscosimetro rotacional Brookfield modelo LVDV-lI+ provido de spindle SC4-25 e
adaptador SSA. Para as determinacdes, as amostras foram acondicionadas em
dispositivo Brookfield para avaliacdo de pequenas quantidades de amostra, acoplado
a um banho de agua termostatizado circulante a 25 + 2°C.

As velocidades de rotacdo do spindle foram selecionadas com base em
determinacdes preliminares, respeitando os limites nos valores de torque (superiores
a 10% e inferiores a 100%). Um minuto apos o ajuste de cada velocidade de rotacéo
do spindle foi efetuada a leitura da viscosidade e das tensdes de cisalhamento. A partir
desses valores, obtidos no software do equipamento (Rheocalc®), construiram-se 0s
reogramas através da representacdo gréafica das velocidades de cisalhamento em
funcdo das tensBes de cisalhamento. Os comportamentos reologicos foram
determinados testando-se os quatro modelos matematicos propostos para fluidos
nao-newtonianos: Bingham, Casson, Ostwald e Herschel-Bulkley e 0 modelo de maior
coeficiente de correlacdo foi considerado o de escolha para descrever o

comportamento das formula¢des semissoélidas.

6.2.7 Determinacao do perfil de distribuicdo de diametro de particula

A analise do perfil de distribuicdo de diametro das particulas foi realizada pela
técnica de difracdo de laser (Mastersizer 2000 — Malvern - Worcestershire, Reino
Unido). A analise foi realizada em triplicata de lote e a diluicdo foi a realizada no
equipamento. Para isso, uma quantidade suficiente de amostra (para atingir uma
obscuracgéo entre 2 e 8%) foi adicionada ao compartimento de dispersdo (o qual
continha aproximadamente 100 mL de agua destilada). Anteriormente a cada analise,

foi procedida uma medida de background para eliminacéo de interferentes na analise.
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Foram realizadas analises no inicio e no final do teste de estabilidade para todas as

formulagbes desenvolvidas.

6.2.8 Avaliacéo da capacidade fotoprotetora

A avaliacdo da capacidade fotoprotetora foi determinada através da capacidade
que as formulagfes semissélidas demonstraram para evitar a fotodegradacéo de uma
solucéo de resveratrol em presenca de radiacdo UVA [110]. Para isso foram utilizadas
placas de petri devidamente protegidas da luz, com apenas a parte superior sem
protecdo. Nessa regido sem protecdo, 300 mg das formulacBes foram adicionadas
(n=3).

No interior do conjunto das placas de petri foi adicionada a solucdo de resveratrol
(com concentracdo de 50 pg/mL). Apos os tempos de 0,10, 30, 60, 90, 120, 240 e
360 minutos de exposicdo a radiacdo UVB, foram retiradas aliquotas de 1 mL da
solugcdo de resveratrol para doseamentos por CLAE a partir de metodologia
previamente validada em 2012 no nosso grupo de pesquisa [111]. Para isso, utilizou-
se fase movel isocratica de acetonitrila e agua (50:50) contendo TBA (50 mg/100 mL)
e acido acético em quantidade suficiente para pH aparente 3,0, e as leituras foram

realizadas em 305 nm.

6.2.9 Ensaio de irritacdo em modelo organotipico- Het-Cam

O objetivo desse ensaio € utilizar a membrana coério-alantdide de ovos de
galinha [Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane, HET-CAM] para avaliar semi-
guantitativamente o potencial irritante das emulsées. O ensaio é baseado na
observacao dos efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e coagulagéo), nos primeiros
5 minutos apés a aplicacdo das emulsdes diretamente sobre a membrana. A partir
dessa observacao séo obtidos os dados que podem ser convertidos em uma escala a

qual expressa o grau dos fenbmenos observados.

Para a realizacdo de cada ensaio foram utilizados 4 ovos (décimo dia de
embriogénese) por produto testado. De cada ovo foi removida a casca ao redor da
camara de ar, evidenciando, assim, a membrana da casca. Esta foi removida
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cuidadosamente e a membrana corio-alantoide foi exposta. Nessa membrana foram
aplicados aproximadamente 300 pL da formulacdo semissélida. Depois de 20
segundos de contato, a formulacao foi removida, e a membrana cério-alantoide lavada
com solucéo fisiolégica a 37,0°C. Durante 5 minutos, a membrana corio-alantoide foi
avaliada visualmente e as reacdes fisioldégicas observadas foram graduadas em
funcdo de seu tempo de aparecimento, conforme indicado na Tabela 8. Este ensaio
foi realizado conforme a metodologia descrita no Journal Officel de la République
Francaise (1996). A classificac&o final dos produtos, de acordo com seu potencial de
irritabilidade foi atribuida de acordo com as pontuagfes descritas na Tabela 9 e
resultado do calculo feito através da Equacéo 1.

Para determinacéo visual comparativa dos eventos vasculares foram utilizados
dois controles positivos (hidroxido de sodio 0,1 M, padrdo para verificagdo dos
fenbmenos de hemorragia e coagulacdo e laurilsulfato de sodio 1%, padrdo para
verificacdo do fendmeno de vasoconstricao). Este teste ainda foi utilizado para analise

de protetores solares comerciais para fins de comparacéo.

Equacéo 1

ootencial rrtantor [ (38 M s Ve [ (321 57 Vo ((301C) o
otencial Irritante= <—300 ) (—300 > —300

Onde:
H = tempo para hemorragia
V = tempo para vasoconstricao

C = tempo para coagulacao
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Tabela 8. Pontuacao atribuida, em funcao do tempo de aparecimento, de cada um dos sinais

de irritacdo.
Tempo (1)
Fenbémeno t<30s [30<t<2min | 2min<t<5min
Vasoconstricdo 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Tabela 9. Classificacdo do grau de irritacdo de acordo com a pontuacao atribuida para os
sinais de irritagao.

Potencial irritante  Classificagdo quanto ao grau de irritacao

0-0,9 Nao irritante
1-49 Irritaco fraca
5-8,9 Irritacdo moderada
9-21 Irritac@o severa
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7- Resultados e Discussao

7.1- Desenvolvimento e estabilidade das emulsdes fotoprotetoras

7.1.2- Desenvolvimento das formulagbes

A proposicédo das formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas baseou-se em um
estudo preliminar de pré-formulacdo que se encontra descrito no Apéndice 1. Foram
desenvolvidos varios protétipos, empregando-se matérias-primas amplamente
utilizadas em formulagdes comerciais e cujos os atributos sensoriais foram avaliados
de forma subjetiva em conjunto com os pesquisadores do LAFERGS, para selecao
dos melhores protétipos, aqui designados como Protsoll e Protsol2, cuja composicao
guali-quantitativa encontra-se descrita na Tabela 7. As formulacdes Protsoll e
Protsol2 apresentam composi¢des bastante semelhantes, a exce¢do da combinacéo
de filtros solares: avobenzona, metilbenzilideno-cénfora, etiimetoxinamato, octocrileno
para Protsoll e Uvinul A plus, metilbenzilideno-canfora, etiimetoxinamato e octocrileno

para Protsol2.

As formulagbes Protsoll e Protsol2 foram submetidas aos estudos de
estabilidade (com duracdo de 90 dias), em 3 condicBes experimentais diferentes:
temperatura ambiente (25 °C + 2°C), temperatura de 40 £ 2°C e temperatura de -5 +
2°C. Foram realizadas medidas de pH, viscosidade e de diametro de particulas das
emulsdes fotoprotetoras (Protsoll e Protsol2) antes e depois do estudo de
estabilidade. As informac¢des obtidas no estudo de estabilidade sdo particularmente
importantes, pois quando emulsdes ficam armazenadas por um determinado tempo
podem ocorrer fendbmenos de desestabilizacdo como: cremacédo, sedimentacao,
floculacéo, coalescéncia e, por fim, separacao das fases e a inativacao de substancias

ativas levando a ineficacia do sistema [112].

Quanto a aparéncia, as formulagbes (Protsoll e Protsol2) apresentaram-se
estaveis nas trés condi¢cdes experimentais avaliadas, sem presenca de grumos e
separacdo de fases. Ambas apresentaram aspecto visual adequado. Quanto a
coloracdo, odor e pH, também ndo foram detectadas alteracbes perceptiveis ao
sistema sensorial.
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Os resultados demonstram também que apdés armazenadas em condi¢des
diversas de temperatura (ambiente, geladeira e estufa) as emulsdes fotoprotetoras
(Protsoll e Protsol2) ndo apresentam variacao significativa (P<0,05) de pH, quando
comparadas com os valores iniciais (Tabela 10). O pH das emulsées em estudo foi
inicialmente ajustado, com hidréxido de sédio 20% (p/v), para uma faixa entre 6-7,
visando adequar o produto a via de administracdo topica, bem como otimizar a
viscosidade do polimero utilizado. O pH de uma formulacéo fotoprotetora € importante
para a estabilidade dos filtros organicos e deve situar-se entre 6,0 e 7,0. Valores de
pH &cidos podem acarretar o deslocamento dos elétrons na molécula dos filtros
solares, passando o produto a absorver radiagdo solar em um comprimento de onda

diferente do desejado, o que pode prejudicar a sua eficacia [56, 63, 75, 113, 114].

Tabela 10. Valores de pH para as formulagbes Protsoll e Protsol2 frente as diferentes
condi¢des de armazenamento.

Tempo Protsoll Protsol2

Ambiente Geladeira  Estufa | Ambiente Geladeira  Estufa
Inicio 6,63 +0,16 6,05+ 0,04 6,83+0,16|6,55+ 0,04 6,05+ 0,04 6,62+ 0,08
15 dias | 6,53+ 0,01 6,14 +0,03 6,75+0,01(6,49+0,46 6,14 + 0,03 6,75+ 0,01
30 dias|6,12+ 0,16 6,14 +0,04 6,12+ 0,16|6,92 +0,01 6,14 £ 0,04 6,94 + 0,16
60 dias | 6,94 + 0,05 6,45+ 0,04 6,63+0,16|6,70+ 0,02 6,45+ 0,04 6,83+0,16
90 dias | 6,94 £ 0,02 6,58 + 0,06 6,94 +0,01|6,59 £ 0,06 6,58 + 0,06 6,94 + 0,01

Ambiente (20-25°C), geladeira (-10°C + 2°C) e estufa (40 + 2°C)

A avaliacdo das caracteristicas reoldgicas de formulacdes semissolidas para
uso topico, tanto cosmético quanto dermatolégico, também é de fundamental
importancia para estimar a estabilidade de emulsdes fotoprotetoras ao longo de
determinado tempo e condi¢édo de temperatura [72, 115]. As caracteristicas reoldgicas
das formulacdes (Protsoll e Protsol2) foram avaliadas antes e depois dos periodos
de estudo de estabilidade. Além disso, ainda foram comparadas as com duas
formulagbes comerciais (L’Oreal e Pasteur) objetivando avaliar se as caracteristicas
eram similares com as apresentadas por estas formulagdes, visto que possuem alta

aceitacdo no mercado.

Os reogramas de todas formulacdes avaliadas demonstraram nao existir

relacéo linear entre a tensao de cisalhamento e a taxa de cisalhamento aplicadas,
84



denotando o carater ndo-newtoniano [116]. Na Tabela 11 sdo apresentados 0s
coeficientes de regressdo e 0s respectivos desvios-padrOes para cada modelo
matematico, que pode descrever 0s comportamentos nao-newtonianos plastico
perfeito, plastico e pseudoplastico. Para todas as formulacfes o modelo que melhor
se adequou foi 0 modelo de Ostwald tendo em vista que foram os resultados com
maiores valores coeficiente de determinacdo (R?). Esse modelo descreve o
comportamento pseudoplastico de um material, confirmado pelos baixos valores de
indice de comportamento de fluxo ou indice de fluxo (n<1) [117] como mostrado na
Tabela 12.

A principal caracteristica do fluxo pseudoplastico é a diminui¢cao da viscosidade
com o aumento da velocidade de cisalhamento. Esse tipo de comportamento para um
produto de uso topico é desejavel, pois permite o facil espalhamento da formulacdo
sobre a pele, formando um filme continuo e protetor sobre a superficie aplicada [117,
118]. Este mesmo comportamento foi encontrado por outros autores para formulacdes
fotoprotetoras [115, 119] e muitos autores sugerem que uma viscosidade adequada
proporciona melhor filme formado sobre a pele para formulagdes fotoprotetoras [119,
120].

Tabela 11. Coeficientes de regressédo para cada formulacdo de acordo com os modelos

testados.

Formulacdo| Bingham Casson Herchel-Bulkley [ Ostwald

Protsoll 0,981 + 0,035|0,995 + 0,004| 0,991 + 0,009 |0,994 + 0,012
Protsol2 0,980 = 0,035|0,992 + 0,008 0,991 + 0,009 |0,999 + 0,010

Pateur 0,984 + 0,020| 0,995 + 0,030| 0,997 + 0,020 |0,994 + 0,040
L'Oreal 0,985 + 0,040| 0,995 + 0,040| 0,995 + 0,020 |0,994 + 0,020

85



Tabela 12. indice de fluxo e valor de consisténcia das formulagdes fotoprotetoras.

Formulacéo | Consisténcia (mPa.s) | indice de fluxo
Protsoll 46453,2 £ 93,0 0,20 £ 0,01
Protsol2 62452,2 + 83,4 0,20 £ 0,01
L'Oreal 38294,30 £ 97,2 0,16 £ 0,01
Pasteur 62451,30 + 83,4 0,20 £ 0,02

Em relacdo a consisténcia (Tabela 12), pode-se observar que a formulagéo
Protsoll apresentou um valor intermediario (46453 mPa) em comparacdo aqueles
verificados para os dois produtos comerciais avaliados (38294 mPa para o fotoprotetor
da L’Oreal e 62451 mPa para o produto da empresa Pasteur). Por sua vez, Protsol2
apresentou consisténcia similar aquela observada para a formulacao Pasteur (62452
e 62451 mPa, respectivamente). Os indices de fluxo das formula¢bes desenvolvidas
foram idénticos ao apresentado pelo fotoprotetor da empresa Pasteur (0,20). Em
sintese, a andlise reoldgica evidenciou grande similaridade entre as formulagcbes

desenvolvidas e os produtos comerciais empregados como referéncias comparativas.

As formulagBes (Protsoll e Protsol2) foram submetidas a analise do tamanho
das goticulas da emulsdo. A caracterizacdo do tamanho das goticulas de uma
emulsdo é importante, pois esta relacionada com consisténcia e estabilidade [118].
Além da microscopia 6ptica, uma das possiveis técnicas utilizadas para avaliar o
tamanho da goticula é a difratometria de laser. A superficie de uma particula pode
ocasionar uma difracdo de um feixe de luz que incide tangencialmente. O modo
(dngulo e intensidade) pelo qual a luz é difratada ird depender do tamanho da
particula. Portanto, ao se conhecer o angulo e a intensidade pela qual a luz foi
difratada € possivel se obter o tamanho da particula [121]. Esta técnica ndo s6 fornece
o didmetro médio das goticulas, mas também fornece um perfil de distribuicdo de
tamanho [121].

Em nosso grupo de pesquisa foi desenvolvida uma forma de apresentagao que
permite observar varios dados da difracéo de laser ao mesmo tempo, proporcionando
informacgdes das impressodes digitais das formulagcbes [122]. Essa analise permite

verificar quais emulsdes possuem diametros mais adequados. Este sistema utiliza os
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valores de didmetro médio ponderado por volume e por nimero de particula (d[4,3])v
e (d[4,3])n e, ainda, os diametros ponderados em porcentagem da distribuicdo de
volume e de numero das particulas onde d(0,1) corresponde a 10%, d(0,5)
correspondentes a 50% e d(0,9) a 90% da curva de distribuicdo de tamanho das
particulas respectivamente [122]. Os eixos do gréfico do tipo radar sdo mostrados por
volume e por numero, sendo que os eixos de 1 a 4 correspondem aos dados com
base no volume de patrticulas [d [4,3]v, d (0,1)v, d (0,5)v e d (0,9)v], enquanto que 0s
eixos de 5 a 8 correspondem aos dados com base no numero de particulas [d [4,3]n,
d (0,1)n, d (0,5)n e d (0,9)n].

Os resultados obtidos correspondem a média de trés analises de cada lote das
formulacbes Protsoll e Protsol2, e das formulagdes comerciais, L’Oreal e Pasteur
(Tabela 13), sendo utilizados para a construcdo dos graficos-radar, conforme
estabelecido pelo estudo de Bianchini e colaboradores (2015) (Figura 14). Para todas
as formulacdes o indice de refracdo usado para calcular o tamanho das particulas foi
1,59, dado similar ao referenciado por Schlossman e Shao (2005) que citam que 0s
valores médios de indice de refracdo para fotoprotetores variam entre 1,33-1,60 [123].
Os resultados da andlise de difratometria de laser estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Média dos diametros obtidos por difratometria a laser para as formulacdes Protsoll

e Protsol2 em comparagao com as formulagdes comerciais (L’Oreal e Pasteur).

(um) Protsoll Protsol2 L'Oreal Pasteur

D[4,3]v | 19,30 + 0,400 (22,26 £ 0,87 2,13 £ 0,32 10,49 + 0,02
dOo,1)v| 8,84+1,38 | 881+1,20 |0,09+0,00 3,35+0,04
d(0,5v | 16,99+ 1,94 |19,03+0,52(0,24 +0,00 7,74+0,04
d(0,9)v | 33,20+ 2,03 |41,01 +4,54|6,03 +0,00 22,20 + 0,02
D[4,3]n| 19,61 + 2,23 {19,30+£0,50|0,22 £ 0,00 10,20 £+ 0,04
d0,1)n| 1,33+£0,04 | 5,30+ 0,10 |0,04 +0,03 1,67 0,00
d0,5)n| 1,81+0,06 | 8,45+0,50 |0,07+£0,00 2,80+ 0,00
d(0,9)n| 8,62+0,90 [15,31+0,43/0,13+0,00 5,35+ 0,04

Onde: v: percentagem de distribuicdo de didmetros por volume e n: percentagem de distribuicdo de didmetros por

namero e os valores séo dados em pm.
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@— Protsol2
—a— | 'Oreal

—o— Pasteur

Figura 13. Gréfico de radar das formula¢cdes em um, onde: D[4,3]v corresponde aos valores
médios de diametros, d[0,1]v corresponde a 10%, d[0,5]v correspondentes a 50% e d[0,9]v a
90% ponderados em porcentagem da distribuicdo de volume. E D[4,3]n corresponde aos
valores médios de diametros, d[0,1]n corresponde a 10%, d[0,5]n correspondentes a 50% e

d[0,9]n a 90% ponderados em porcentagem da distribuicdo por numero de particula.

Conforme pode ser observado no gréfico radar (Figura 13) quanto menores e
mais homogéneos forem os didmetros da formulagdo mais préxima ela ficara do eixo
central do gréfico, desta maneira podemos visualizar, que as formulacdes comerciais
analisadas apresentaram perfis de didmetros menores do que as formulacdes
desenvolvidas. Isto pode ter relacdo com o método de producéo das formulagbes onde
o tamanho das particulas pode ter sido reduzido pelo tempo e intensidade de agitacéo
e por altas forcas de cisalhamento fornecidas por moinhos coloidais ou

homogeneizadores [72].

Tamanhos de particulas menores podem garantir uma maior estabilidade do
sistema visto que havera menor probabilidade de coalescéncia entre as particulas
[124]. Contudo, uma distribuigcdo uniforme do tamanho das particulas também pode
influenciar na estabilidade, fato que pode ter contribuido com a estabilidade das
formulacbes desenvolvidas no presente trabalho. Conforme pode ser verificado nas
Figuras 14, 15, 16 e 17 os resultados evidenciam que as formulagbes Protsoll,
Protsol2 apresentam perfis mais estreitos e homogéneos do que aqueles

apresentados pelos produtos comerciais. De fato, alguns autores sugerem que a
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uniformidade de tamanho entre as particulas pode ser mais importante do que a
reducdo do tamanho da particula, pois se o intervalo de tamanho das particulas for
bastante estreito, havera menor probabilidade de coalescéncia, assim, as emulsdes

podem apresentar uma melhor estabilidade [72, 118].
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Figura 14. Distribuicdo do tamanho das particulas por volume para a formulagdo Protsoll.
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Figura 15. Distribuicdo do tamanho das particulas por volume para a formulacdo Protsol2.
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Figura 16. Distribuicdo do tamanho das particulas por volume para a formulagao L’'Oreal.
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Figura 17. Distribuicdo do tamanho das particulas por volume para a formulacéo Pasteur.

Em relacdo ao estudo de estabilidade das formulacdes, os resultados obtidos
indicam que os diametros de particula correspondentes a 90% da distribuicdo
acumulada (por volume) ndo apresentaram alteragOes para ambas as formulagbes
antes (33,20 um para Protsoll e 41,01 pum para Protsol2) e apds o armazenamento
(31,47um para Protsoll e 39,46um para Protsol2). Além disso, valores de d4,3, que
representam o diametro médio em volume e nimero, também foram similares para as
duas formulagdes antes e depois do estudo de estabilidade (19,30 e 19,83 para
Protsoll e 22,26 e 20,75 para Protsol2). A Figura 18 apresenta as curvas de
distribuicdo de tamanho da goticula por volume antes e depois de transcorridos 90

dias de avaliacdo de estabilidade das formulacdes Protsoll e Protsol2.
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Figura 18. Perfil de distribuicdo de tamanho da goticula por volume nos tempos 0 e 90 dias
da analise de estabilidade das formulag8es Protsoll (A) e Protsol2 (B) respectivamente.

As formulagcBes fotoprotetoras, desenvolvidas anteriormente (Protsoll e
Protsol2) foram avaliadas quanto as suas caracteristicas organolépticas. Essa
avaliacdo é relevante uma vez que o aspecto de um cosmético pode resultar na sua
rejeicdo por parte do consumidor. Nessa avaliagdo a formulacdo Protsoll foi
selecionada por apresentar um aspecto visual mais agradavel. Muitas vezes
formulacbes com coloracbes amareladas transmitem uma imagem de produto
desestabilizado ou “vencido”, apresentando um maior indice de rejeicdo do que
agueles com coloracao branca. A formulagéo Protsol2 apesar de possuir filtros solares
teoricamente mais fotoestaveis que a Protsoll apresentou coloragcdo amarelada,
ocasionada pelo filtro solar Uvinul A plus, como mostrado na Figura 19.
Consequentemente, ndo foi bem aceita pelos pesquisadores do LAFERGS, que
selecionaram a formulacao Protsoll como mais adequada. Desta forma, Protsoll foi
selecionada para a incorporacgéo do repelente de insetos IR3535, um dos objetivos do

presente capitulo da dissertacéo.
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Figura 19. Imagens fotogréaficas das formulagbes desenvolvidas: A) Formulacdo Protsoll; B)

Formulacao Protsol?2.

Foi desenvolvida uma emulsao fotoprotetora, com FPS 30 estimado, contendo
o repelente de insetos IR3535 (designada por Protsol1l+IR3535). O IR3535 (ethyl
butylacetylaminopropionate) € um repelente sintético ativo contra mosquitos, moscas,
carrapatos, piolhos, vespas e abelhas com eficacia comprovada [125, 126]. Dessa
forma, a formulacéo contendo esse agente teve por objetivo agregar repeléncia contra
insetos ao fotoprotetor desenvolvido (Protsoll). Adicionalmente, visou-se também
avaliar a estabilidade, a influéncia do repelente na capacidade fotoprotetora de
Protsoll, assim como sobre o seu, potencial irritativo. Nesta formulagdo foram
empregados os mesmos filtros solares e emulsionantes da formulagdo Protsoll,
porém, foi necessario aumentar as concentracdes dos emulsionantes para garantir a
estabilidade, visto que o IR3535 é um liquido. A formulacdo com as alteracdes

encontra-se na Tabela 14.
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Tabela 14. Formulagéo fotoprotetora com repeléncia de insetos (Protsol1+IR3535).

Componente/ Formulagdo |Peso (g)

Glicerina 1
Goma xantana 0,4
Hidroxido de sddio 0,2
EDTA 0,1
Pemulen TR1 0,3
Nipazol 0,1
Agua gsp 100 g
Alcool cetoestearilico 30/70 2,8
Alcool etoxilado 200E 1
Ampisol K 2,5
BHT 0,05
Nipagim 0,2
Lexfel 7 3
Lexfel natural 3
Oleo de arroz 0,5
Avobenzona 4
Metil-canfor 4
Etilmetoxinamato 4
Octocrileno 5
IR3535 5
Di6xido de titanio 1
TINOSORB M 2
Phenova(ACNIBIO AP) 0,15
DC245 1
DC9040 0,5
Dry-flopure 1
Fragrancia 0,2

No estudo de estabilidade (90 dias em 3 condi¢des experimentais: temperatura
ambiente, temperatura de 40 + 2°C e temperatura de -5 + 2°C) ndo se observou
mudancas visuais na formulacéo avaliada (Protsol1+IR3535). Mesmo apds os 90 dias
nao se observou a presenca de grumos ou separacéo de fases. Quanto a coloracgéao,
odor e pH, também ndo foram detectadas alteracbes perceptiveis ao sistema
sensorial. Demonstrando que a formulagcédo permaneceu estavel apds a incorporacao
do repelente de insetos IR3535 e que o0s ajustes realizados foram eficazes na garntia
da estabilidade.
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A formulacgéo (Protsol1+IR3535) manteve o comportamento pseudoplastico ao
longo de todo estudo de estabilidade, sendo melhor descrito pelo modelo Ostwald,
apresentando o mesmo perfil reolégico da formulacdo Protsoll como mostrado na
Tabela 15.

Tabela 15. Coeficientes de regressdo encontrados para a formulacdo Protsoll em

comparacado com a formulacdo Protsol1+IR3535 de acordo com os modelos testados.

Formulacao Bingham | Casson |Herchel-Bulkley| Ostwald
Protsoll 0,98+0,3|0,99+0,4 0,99+0,9 0,99+0,1
Protsol1+IR3535 0,98+0,3|10,99+0,4 0,98+0,8 0,99+0,1

Os diametros das goticulas também foram avaliados antes e apés o estudo de
estabilidade. Observou-se que a introducdo do IR3535 ocasionou aumento no
didmetro médio das goticulas (D[,3]) da emulsédo que era de 19,3 + 0,4 um (Protsoll)
e passou para D[4,3] = 31,8 + 2,0 um (Protsol1+IR3535). A Figura 20 mostra a

comparacao dos diametros obtidos para as duas formulagdes.

D[4,3]v
100

Protsoll
Protsol1+IR3535

Figura 20. Gréfico radar das formulacdes em um, onde: D[4,3]v corresponde aos valores
médios de didmetros, d(0,1)v corresponde a 10%, d(0,5)v correspondentes a 50% e d(0,9)v a
90% ponderados em porcentagem da distribuicdo de volume. E D[4,3]n corresponde aos
valores médios de diametros, d(0,1)n corresponde a 10%, d(0,5)n correspondentes a 50% e

d(0,9)n a 90% ponderados em porcentagem da distribuicdo por numero de particula.
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7.3 Avaliacao da capacidade fotoprotetora

O presente trabalho visou ao desenvolvimento de formulacbes com
capacidades fotoprotetoras similares aos produtos ja disponiveis no mercado que
apresentam um FPS 30. Para tanto, a elaboracdo da composicéo quali-quantitativa
de cada formulacdo foi planejada para garantir uma adequada estabilidade do
sistema, bem como uma adequada eficacia. No resultado inicial da caracterizacao
desses fotoprotetores as formulagdes Protsoll e Protsol2 se destacaram quanto a sua
estabilidade, ficando ainda necessaria a analise dos seus desempenhos frente a
radiacdo UVA/UVB.

Uma forma de avaliar in vitro a efetividade de fotoprotetores consiste na
avaliacdo da sua capacidade fotoprotetora sobre uma substancia fotoinstavel em
funcdo do tempo (Hommoss, 2008). Dessa forma foram avaliadas as formulacdes
Protsoll e Protsol2 em comparacdo com as formulacdes comerciais obtidas de duas
diferentes industrias: L’Oreal e Instituto Pasteur. Observou-se que durante as 6 horas
(360 minutos) de estudo todas as formulacdes foram capazes de proteger igualmente
a solucao de resveratrol da sua degradacdo como mostrado na Figura 21. Este
resultado demonstra que, embora apresentem composicoes diferentes, as
formulacbes apresentaram um desempenho adequado quanto as suas capacidades

de fotoprotecédo da degradacéo do resveratrol.

E importante ressaltar que, embora a formulacdo Protsoll contenha
avobenzona, um filtro solar UVA fotoinstavel [127, 128], esta apresentou um
desempenho estatisticamente igual as demais. Esse resultado era esperado, uma vez
gue essa formulacdo teve sua composi¢cdo elaborada buscando uma maior
estabilizacdo desse componente. Para isso os filtros metil-benzilideno canfor e
octocrileno, foram incluidos na formulacéo, com o intuito de atuaram como agentes
de estabilizacdo da avobenzona, sendo esses eficazes em impedirem a sua
fotodegradacdo. A acdo conjunta dos filtros ja havia sido relatada em estudo sobre a
fotoinstabilidade da avobenzona (2012), no qual foram avaliadas formulacdes
contendo apenas a avobenzona e em outras empregando a sua combinacdo com 6
diferentes filtros, entre os quais estavam: etilmetoxinamato, metilene bis-benzotriazolil

e octocrileno; os mesmos filtros utilizados na formulagéo Protsoll. As formulagbes
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foram comparadas antes e ap0s sua exposicdo em um simulador de radiacéo solar
por um periodo de 2 horas. Os resultados demonstraram que a combinacao dos filtros
foi eficaz na estabilizacdo da avobenzona [129], dados esses que corroboram o

resultado obtido no presente estudo.

Ainda é possivel destacar que ambas as formulacdes (Protsoll e Protsol2)
possuem Oleo de farelo de arroz na sua composicao. Esse componente também tem
a capacidade de contribuir na fotoprotecdo observada, visto que muitos autores
ressaltam o seu elevado efeito antioxidante [130]. Muitos autores sugerem a
importancia de agregar antioxidantes nas formulagdes fotoprotetoras [129], para
prevenir oxidacdo das matérias-primas [72] e também para retardar os efeitos dos
radicais livres ocasionados pela exposi¢cdo a luz UV formados na pele que séo

responsaveis pelo fotoenvelhecimento e pelo cancer [131].
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Figura 21. Comparagédo da degradagdo do resveratrol, nos diferentes tempos do estudo
(tempos em minutos na legenda) quando protegido pelas formulagbes fotoprotetoras

desenvolvidas (Protsoll e Protsol2) versus as formulagdes comerciais (L’'Oreal e Pasteur).

A capacidade fotoprotetora da formulag&o (Protsol1+IR3535) foi avaliada para
verificar se a presenca de IR3535 poderia ou néo interferir na eficacia final do produto.
A partir do resultado apresentado na Figura 22 € possivel observar perfis de
degradagédo do resveratrol similares para as 2 formulagdes. Ao analisar as
formulacbes tempo-a-tempo de forma comparativa, ndo se observaram diferengas
significativas entre seus valores. Esse resultado indica que a introducdo do IR3535
nao interferiu positivamente ou negativamente na eficacia do produto para protecao
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contra radiacdo. Dessa forma, o produto manteve sua capacidade fotoprotetora,

sendo acrescido possivelmente de uma nova funcionalidade, a repeléncia de insetos.
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Figura 22. Comparagdo da capacidade fotoprotetora das formulacdes Protsoll vesus
Protsol1+IR3535 frente a protecdo da degradacado do resveratrol.

7.4 Avaliacdo do potencial irritativo por meio de teste em membrana
corioalantdide (Het-cam)

O ensaio realizado com as formulagdes (Protsoll e Protsol2, Pasteur, L'Oreal
e Protsol1+IR3535) evidenciou resultados similares. O fenbmeno de vasoconstricao
foi observado na andlise de todas as amostras, sendo que esse fenbmeno ocorreu em
média depois de 135 segundos de exposicdo da membrana a formulacao, ja para o
ensaio realizado com o padrao positivo esse tempo foi de 30 segundos. A Figura 23
ilustra os fendmenos observados nos controles positivos. Segundo a classificacao
preconizada na literatura e de acordo com os dados obtidos verificou-se que todas as
formulagbes foram classificadas como irritantes leves conforme apresentado na
Tabela 13.

Este resultado foi semelhante ao jA encontrado por outros autores para
formulagdes fotoprotetoras como apresentado por Mansur e colaboradores em 2001
e por Santos e colaboradores em 2005 que obtiveram valores médios de graduacéao
de 1,92 e 1,93 respectivamente para formulacdo fotoprotetora [132, 133]. Essa
irritacéo leve encontrada pode ter relagdo com a quantidade elevada de tensoativos
presentes neste tipo de formulacdo, a qual pode acarretar o aparecimento do

fendmeno de vasoconstricdo. Sabe-se que 0s tensoativos tém a capacidade de induzir
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a emulsificacdo de fosfolipidios, podendo ocasionar danos celulares que resultem na
liberacdo de mediadores inflamatoérios [134]. Como a membrana alantoide responde
a uma lesdo com um processo inflamatorio semelhante ao que se observa no tecido
conjuntival do olho de coelho, a sua vascularizacdo bem desenvolvida fornece um
modelo ideal de estudos para a irritacdo. Dessa forma, torna-se um ensaio relevante
para as presentes formulagfes cuja indicacdo de uso é também para o rosto [135].

A formulacao contendo repelente de insetos IR3535 (Protsol1+IR3535) também
apresentou indice médio de irritacdo leve (4,3), ocasionado pelo aparecimento de
vasoconstricdo ap6s 40 segundos de contato da formulagdo com a membrana. Este
tempo foi muito similar ao apresentado pelas formulacdes fotoprotetoras. O que
demostra que esta formulacdo pode ser adequada e que o acréscimo do repelente
IR3535 ndo ocasionou aumento no indice de irritagdo desta formulagdo, como
mostrado na Tabela 16.

Tabela 16. Classificacdo do teste de irritagdo Het-cam com base nos efeitos irritantes de
acordo com a pontuacao obtida.

Formulagéo Pontuacéao Classificacéo

Protsoll 43+24 Irritante fraco
Protsol2 45+1,0 Irritante fraco
Pasteur 43+24 Irritante fraco
L Oreal 28+13 Irritante fraco
Protsol1+IR3535 43+1.3 Irritante fraco

k " oy — i —
Figura 23: Controles positivos: Coagulacao, vasoconstricdo, hemorragia.
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8. Conclusodes

As formulacdes fotoprotetoras desenvolvidas (Protsoll e Protsol2)
apresentaram-se estaveis nas trés condicbes experimentais avaliadas, sem a
presenca de grumos ou separacao de fases. Ambas apresentaram aspecto visual
adequado. Quanto a coloracédo, odor e pH, também nédo foram detectadas alteracdes

perceptiveis ao sistema sensorial.

Quanto as caracteristicas reoldgicas as formulacdes (Protsoll e Protsol2),
apresentam comportamento pseudoplastico, de consisténcia e de fluxo similar ao das

amostras comerciais analisadas.

Através da analise de diametro verificou-se que as emulsdes fotoprotetoras
desenvolvidas apresentaram perfis de diametros maiores do que as formulacdes
comerciais, porém, mais estreitos e homogéneos. Isto pode ter contribuido para boa
estabilidade das emulsdes desenvolvidas, visto que os diametros ndo apresentaram

alteracdes para ambas as formulacdes antes e apds os estudos de estabilidade.

Quanto a capacidade de fotoprotecéo frente a degradacdo do resveratrol as
formulacbes analisadas foram capazes de proteger igualmente a solucdo de
resveratrol da sua degradacdo. Este resultado demonstra que, embora possuam
composicdes diferentes, as formulacdes apresentaram um desempenho adequado
guanto as suas capacidades de fotoprotecéo do resveratrol. Além disso, os resultados
demonstraram de forma indireta que a combinacdo dos filtros, das emulsdes

fotoprotetoras desenvolvidas, foi eficaz na estabilizagdo da avobenzona.

Quanto ao potencial irritativo as formulacbes apresentaram irritacao leve,
resultados similares ao encontrados para as formulacdes comerciais e corroborando

com dados da literatura.

Foi desenvolvida ainda uma formulacao contendo repelente de insetos IR3535,
denominada Protsoll+IR3535, a qual apresentou-se estavel durante o tempo de
estudo e com o mesmo perfil reologico das outras formulacdes desenvolvidas. Os
didmetros das goticulas também foram avaliados antes e apds a estabilidade das

formulacdes. Observou-se que a introdugéo do IR3535 ocasionou aumento no
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didmetro médio das goticulas, o que pode ocasionar aumento da sensacdo de

oleosidade da formulagéo.

O ensaio da capacidade fotoprotetora da formulagédo (Protsoll+IR3535)
mostrou que a introducéo do repelente IR3535 nao interferiu na eficacia do produto
para protecdo contra radiacdo. Dessa forma, o produto manteve sua capacidade
fotoprotetora sendo acrescido possivelmente de uma nova funcionalidade, a

repeléncia de insetos.

A formulacao contendo repelente de insetos IR3535 (Protsol1+IR3535) também
apresentou indice médio de irritacdo leve o que demostra que esta formulagcéo pode
ser adequada e que o acréscimo do repelente IR3535 ndo ocasionou aumento no

indice de irritacdo desta formulacéao.

Portanto, a avaliacdo do conjunto dos resultados obtidos demonstra que as
formulacbes desenvolvidas possuem caracteristicas reoldgicas e de consisténcia
adequadas, boa capacidade fotoprotetora e perfil de irritacdo leve, mostrando serem
formulacBes promissoras para dar seguimento aos testes in vivo necessarios para a
comprovagdo do FPS e da repeléncia de insetos, mostrados no anexo 3 desta
dissertacdo, para prosseguir com a transferéncia da tecnologia para posterior
escalonamento industrial e ensaios clinicos visando 0 seu registro na Anvisa pelo
LAFERGS.
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Capitulo 2: Desenvolvimento, caracterizacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo permetrina e incorporacéo das nanocapsulas na formulacéo fotoprotetora

selecionada.






9. Introducéo

Novas tecnologias vém sendo propostas para melhorar o desempenho dos
produtos cosmeéticos e sua aceitacao pelo consumidor. Muitos ativos cosméticos sao
compostos instaveis, podendo sofrer reacdes que levam a diminuicdo ou perda de
eficAcia ou até mesmo a degradacdo do produto. Por isso uma alternativa para
aumentar a estabilidade e, ainda, permitir a liberacdo controlada é o encapsulamento
das substancias ativas através de técnicas que envolvem a nanotecnologia. A
nanoencapsulagao consiste na compartimentalizagao de substancias em carreadores,

cujo tamanho situa-se na faixa nanométrica, tipicamente entre 50 e 300 nm [136].

Os principios da nanotecnologia foram introduzidos na area cosmética ha
alguns anos. No periodo entre 1994 e 2005, a L'Oreal foi classificada como a quinta
empresa no mundo com base no nimero de patentes relacionadas a nanotecnologia
depositadas [137]. Outras grandes empresas ja utilizam a técnica de
nanoencapsulamento em seus produtos, como, por exemplo, Lancéme, Givenchy e
Dior [138]. No Brasil, por exemplo, a empresa O Boticario apresenta uma linha de
tratamento antienvelhecimento composta por diferentes produtos utilizando a

nanotecnologia.

A nanotecnologia pode ser empregada também para aumentar a acdo dos
repelentes de insetos pois, estes geralmente sao substancias muito volateis e por isso
perdem a acado rapidamente. Uma forma de contornar essa situacao € introduzir o
produto em nanocapsulas para controlar a sua liberacdo e, assim, ter uma maior
durabilidade e também para que ndo estejam tdo expostos a fatores que possam
diminuir o seu desempenho [139]. A nanoencapsulagdo aumenta também a
resisténcia a agua e reduz a absorcao do repelente pela pele, isso é muito importante,
visto que alguns autores mostram a permeacéo transdérmica de repelentes de inseto
[140].

Ha varios anos, pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de encontrar o
repelente ideal, que possua caracteristicas como, tempo prolongado de agéo, eficacia
frente a diversas espécies de artropodes, volatilidade suficiente para manter a
concentracdo no ar proximo a pele, ndo permitindo que a substancia se dissipe em
pouco tempo, possuir odor agradavel e/ou ser inodoro, ndo causar danos as roupas e
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nao ser irritante a pele, mucosas e ndo apresentar toxicidade sistémica [141]. Até o
momento, no entanto, esse objetivo ndo foi alcancado. Diante disso, estudos que
visam melhorar as caracteristicas dos repelentes, como seguranca e eficacia, séo

assuntos de grande interesse para a sociedade cientifica.

Deste modo, as nanoparticulas poliméricas podem ser uma estratégia por
serem capazes de modificar a atividade do repelente, além de retardar e controlar sua
liberacdo. Os nanocarreadores rigidos, como as nanocapsulas de nucleo lipidico,
geralmente, retém os ativos nas camadas superiores da pele, limitando a sua
permeacdo até as camadas mais profundas, o0 que o0s torna particularmente
importantes para os filtros solares organicos e outros ativos em que 0s riscos de

absorcao sistémica devem ser fortemente evitados [142] como os repelentes.

Dois trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa foram focados na
nanoencapsulacao de repelentes de inseto, porém visando uma aplicacdo diferente,
a impregnacdo das nanocapsulas em tecidos e superficies. Assumpcao (2010)
desenvolveu nanoparticulas lipidicas contendo permetrina e um 6leo com acao
repelente (citronela) e estudou sua impregnagédo em diferentes tecidos, avaliando o
tempo de liberacdo e permanéncia do ativo nos tecidos apés varias lavagens [143].
Os resultados demostraram que os nanocarreadores lipidicos contendo repelente de
insetos foram impregnados com sucesso em diferentes tecidos e apresentaram um
excelente poder de permanéncia apds varias lavagens, demonstrando possuir
potencial como uma nova estratégia para acdo de repelente de insetos. Mais
recentemente, Forgearini e colaboradores (2016) desenvolveram nanocapsulas de
nacleo lipidico contendo permetrina para obtencdo de um repelente de insetos para
roupas [97]. Os resultados mostraram que as hanocapsulas apresentaram boa adesao
aos tecidos, principalmente ao algoddo, sendo uma estratégia bastante promissora
para a protecao individual contra insetos.

Com base no exposto, este segundo Capitulo da presente dissertacdo visa
estudar a incorporacdo de permetrina nanoencapsulada na formulagéo fotoprotetora
desenvolvida e estudar parametros como propriedades fisico-quimicas da formulacéo,
capacidade fotoprotetora, perfil de permeacdo cutédnea da permetrina em pele suina
e de seguranca (mediante a avaliagdo do potencial irritativo em modelo de ovos

embrionados).
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Os produtos repelentes sdo muito volateis e por isso perdem a agéo rapidamente.
Uma forma de contornar essa situacdo € introduzir o produto em nanocépsulas para
controlar a sua liberac&o e assim ter uma maior durabilidade e também para que néo
estejam tdo expostos a fatores que possam diminuir o0 seu desempenho [140, 144].
Este método tem grandes vantagens no que diz respeito a capacidade de retencéo da
substancia por um periodo mais longo de tempo, controlando a sua liberacdo [140,
144]. Este mecanismo aumenta também a resisténcia a agua e reduz a absorcao do
repelente pela pele; isso € muito importante, visto que alguns estudos mostram a

absorcéo dos produtos repelentes pela pele [145].

Em nosso grupo de pesquisa foram desenvolvidas nanocépsulas de nucleo lipidico
contendo permetrina para impregnacao em tecidos [97]. Os repelentes de piretréides,
tais como permetrina possuem baixa toxicidade em seres humanos e amplo espectro
de acgédo, garantindo protecdo contra mais de sessenta doencas causadas por vetores
[146]. A permetrina € uma substancia utilizada em seres humanos, em animais e na
agricultura para controlar mosquitos, carrapatos, formigas, atuando como um

inseticida e, como repelente [146].

Com relacdo aos ativos nanoencapsulados, estes tendem a apresentar maior
grau de penetracdo quando os seus nanocarreadores apresentam maior capacidade
de interacdo com os lipidios do estrato cérneo, tais como as nanoparticulas lipidicas
sélidas e os lipossomas [144]. Por outro lado, os nanocarreadores rigidos, como as
nanocapsulas de nucleo lipidico, geralmente, retém os ativos nas camadas superiores
da pele, limitando a sua permeacédo até as camadas mais profundas, o que os torna
particularmente importantes para os filtros solares organicos e outros ativos em que
os riscos de absorcdo sistémica devem ser fortemente evitados [58], como os

repelentes de insetos.

Os efeitos reservatorios e de barreira possibilitam a administracdo de
substancias de maneira direcionada, com localizacao planejada e com modulacéo de
entrega nas camadas precisas da pele. Tanto a liberacdo imediata como a liberagéo
sustentada de ativos vem sendo estudadas para aplicagdo cutdnea dos sistemas

nanoestruturados, sendo ambas as caracteristicas bastante interessantes [144, 147].

Deste modo, as nanoparticulas poliméricas sdo capazes de modificar a

atividade do farmaco, além de retardar e controlar sua liberagcdo. Podem ainda, ser
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Uteis como reservatorios de farmacos lipofilicos, se tornando uma estratégia para a
permeacdo na pele e podem também aumentar a adesividade do farmaco e seu tempo

de permanéncia na pele, diminuindo a absorc¢éo sistémica quando desejavel [144].
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10. Objetivos

10.1 Objetivo Geral

Estudar a incorporacdo de nanocépsulas poliméricas de repelente de insetos

na formulagéo fotoprotetora selecionada.

10.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
permetrina;

e Avaliar a incorporacdo das nanocapsulas poliméricas na formulacéo
selecionada;

e Avaliar por meio de teste in vitro a capacidade fotoprototora das formulacdes;

e Avaliar o perfil de permeacédo cutanea da permetrina em pele suina;

e Avaliar o perfil de seguranca (mediante a avaliagcdo do potencial irritativo em

modelo de ovos embrionados).
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11.Metodologias

11.1 Matérias-primas e Equipamentos

11.1.2 Matérias-primas

Eudragit RS100 (Sigma);

e |R3535 (ethyl butylacetylaminopropionate) (Fagron);
e Monoestearato de sorbitano (Sigma);

e Permetrina (Delaware);

e Poli(e-caprolactona) (Sigma);

e Polissorbato 80 (Henrifarma);

e Triglicerideo de &cido caprico e caprilico (Brasquim).

11.1.3 Reagentes e solventes

e Acetona (Nuclear);
e Etanol (Nuclear);

e Metanol (Merck).

11.1.4 Equipamentos

e CLAE- Perkin Elmer, Séo Paulo - SP, Brasil

e Coluna LiCrospher®100 RP-18 (250 mm X 4,0 mm x 5 um) — Merck

e Célula de difusao vertical de Franz modificadas (modelo MicroettePlus/ Hanson
Research)

109



11.2 Métodos

11.2.1 Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo
permetrina

As nanocapsulas poliméricas de permetrina foram preparadas pelo método de
deposicéao interfacial do polimero pré-formado [148]. Para producéo das nanocapsulas
de nucleo lipidico, a fase organica foi composta por 1000 mg de poli(s-caprolactona),
766 mg de monoestearato de sorbitano, 1,6 mL de triglicerideo de acido capricho e
caprilico, 500 mg de permetrina e 270 mL de acetona. Essa foi entdo injetada na fase
aquosa composta por 766 mg de polissorbato 80 e 530 mL de agua ultrapura, sob
agitacdo. Para as nanocapsulas de polimero acrilico, a fase organica foi composta por
1000 mg de Eudragit RS100, 1,6 mL de triglicerideo de acido capricho e caprilico, 500
mg de permetrina e 270 mL de acetona. Essa fase foi entéo injetada na fase aquosa
composta por 766 mg de polissorbato 80 e 530 mL de agua ultrapura, sob agitacéo.
Apos a formacdo das nanocapsulas ambas as suspensfes foram mantidas sob
agitacdo moderada durante 10 min e, entdo, a acetona e parte excedente da agua
foram eliminadas em rotaevaporador para ajuste final da concentracdo de permetrina

(5 mg/mL) em 100 mL de suspensao.

11.2.2 Determinacédo do diametro de particula e indice polidisperséao

As determinacfes do diametro de particula e do indice de polidispersao das
nanocapsulas em suspensdo foram realizadas por meio de espalhamento de luz
dindmico (Zetasizer®, Nano-ZS, Modelo ZEN 3600, Malvern, Inglaterra). As amostras
forma diluidas 500 vezes (v:v) em agua ultra pura previamente filtrada através de
membrana 0,45 um a temperatura ambiente e os resultados foram determinados

através de média de trés repeticoes.

11.2.3 Potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas foi obtido através da
metodologia de mobilidade eletroforética (Zetasizer®, Nano-ZS, Modelo ZEN 3600,
Malvern, Inglaterra). Essa determinagéo foi realizada apos diluicdo de 500 vezes (v:v)

das suspensdes de nanocapsulas em solucdo de NaCl 10 mM previamente filtrada
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através de membrana 0,45 um. Os resultados foram obtidos através da média de trés

repeticoes.

11.2.4 Determinacao do pH das nanocapsulas

A determinacgdo do pH foi realizada em potencidmetro calibrado com solugao
tampéo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes colidais, apds a preparacédo. Os
resultados representam a média de trés determinacdes provindas de 3 lotes

diferentes.

11.2.5 Preparacdo das formas farmacéuticas semissoélidas para posterior

incorporacado das nanocapsulas

Os componentes da fase A foram transferidos para um béquer (250 mL) e
levados a aquecimento até fusdo completa de todos os componentes. Em outro
béquer pesou-se os componentes da fase B e colocou-se em aquecimento com
agitacdo até completa homogeneizacdo dos componentes, a temperatura de 65 °C.
Verteu-se a fase A sobre a fase B sob constante agitacdo, mantendo-se a temperatura
em 65 °C, por aproximadamente 5 minutos. Transcorrido este periodo (emulsificacdo)
adicionou-se a fase C a mistura, sempre com agitacdo. Esperou-se atingir a
temperatura de aproximadamente 35 °C e adicionou-se as fases D, E, F e G, nesta
sequéncia, com 5 minutos de agitacdo entre a adicdo de cada uma. Esperou-se 0
resfriaimento da formulacdo até temperatura ambiente e acondicionou-se na

embalagem apropriada. A composicao das formulacdes esta descrita na Tabela 17.

111



Tabela 17. Composi¢éo das formulacdes (Protsol1+NanoRS e Protsol1l+NanoPCL) e

suas respectivas concentragoes.

(%)
Fase Componente Protsol1+NanoRS Protsol1+NanoPCL
A Glicerina 1,00 1,00
Goma xantana 0,30 0,30
Hidroxido de sédio 0,20 0,20
EDTA 0,10 0,10
Pemulen TR1 0,30 0,30
Nipazol 0,10 0,10
Nanocapsulas gsp 100
B Alcool cetoestearilico 30/70 1,80 1,80
Alcool etoxilado 200E 0,50 0,50
Ampisol K 2,00 2,00
BHT 0,05 0,05
Nipagim 0,20 0,20
Lexfel 7 3,00 3,00
Lexfel natural 3,00 3,00
Oleo de arroz 0,50 0,50
Avobenzona 4,00 4,00
Metil-canfor 4,00 3,00
Etilmetoxinamato 4,00 4,00
Octocrileno 5,00 5,00
C TCM 1,00 1,00
Dioxido de titanio 1,00 1,00
D Tinosorb M 1,00 1,00
E Phenova(ACNIBIO AP) 0,15 0,15
F DC245 1,00 1,00
{ DC9040 0,50 0,50
G Dry-flopure 1,00 1,00
Fragrancia 0,20 0,20

11.2.5 Avaliagéo da capacidade fotoprotetora

A avaliacdo da capacidade fotoprotetora foi determinada através da capacidade
gue as formulag¢des semissolidas demonstraram para evitar a fotodegradacao de uma
solucéo de resveratrol em presenca de radiacdo UVA [110]. Para isso foram utilizadas
placas de petri devidamente protegidas da luz, com apenas a parte superior sem
protecdo. Nessa regido sem protecao, 300 mg das formulagdes foram adicionadas
(n=3).
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No interior do conjunto das placas de petri foi adicionada a solucao de resveratrol
(com concentracdo de 50 pg/mL). Apds os tempos de 0,10, 30, 60, 90, 120, 240 e
360 minutos de exposicdo a radiacdo UVB, foram retiradas aliquotas de 1 mL da
solucdo de resveratrol para doseamentos por CLAE a partir de metodologia
previamente validada em 2012 no nosso grupo de pesquisa [111]. Para isso, utilizou-
se fase movel isocrética de acetonitrila e agua (50:50) contendo TBA (50 mg/100 mL)
e acido acético em guantidade suficiente para pH aparente 3,0, e as leituras foram

realizadas em 305 nm.

11.2.6 Ensaio de irritacdo em modelo organotipico- Het-Cam

Este ensaio foi baseado na observacdo dos efeitos irritantes (hiperemia,
hemorragia e coagulacdo), nos primeiros 5 minutos apds a aplicacdo das emulsdes
diretamente sobre a membrana. A partir dessa observacédo foram obtidos os dados
gue podem ser convertidos em uma escala a qual expressa o grau dos fendmenos

observados.

Para a realizagdo de cada ensaio foram utilizados 4 ovos (décimo dia de
embriogénese) por produto testado. De cada ovo foi removida a casca ao redor da
camara de ar, evidenciando, assim, a membrana da casca. Esta foi removida
cuidadosamente e a membrana corio-alantoide foi exposta. Nessa membrana foram
aplicados aproximadamente 300 pL da formulacdo semissoélida. Depois de 20
segundos de contato, a formulacao foi removida, e a membrana cério-alantoide lavada
com solucéo fisiolégica a 37,0°C. Durante 5 minutos, a membrana corio-alantoide foi
avaliada visualmente e as reacoes fisiologicas observadas foram graduadas em
funcdo de seu tempo de aparecimento, conforme indicado na Tabela 18. Este ensaio
foi realizado conforme a metodologia descrita no Journal Officel de la République
Francaise (1996). A classificacéo final dos produtos, de acordo com seu potencial de
irritabilidade foi atribuida de acordo com as pontuacdes descritas na Tabela 19 e

resultado do calculo feito através da Equagéo 1.

Para determinacéo visual comparativa dos eventos vasculares foram utilizados

dois controles positivos (hidroxido de sodio 0,1 M, padrdo para verificagdo dos
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fenbmenos de hemorragia e coagulacao e laurilsulfato de sédio 1%, padréo para
verificagdo do fenébmeno de vasoconstricdo). Este teste ainda foi utilizado para analise

de protetores solares comerciais para fins de comparacéo.

Equacéo 1

Potencial irritante= (301-H)X5 N (301-V>X7 N 301-C X9
otencial irritante={ | —=55 300 300

Onde:
H = tempo para hemorragia
V = tempo para vasoconstricao

C = tempo para coagulacao

Tabela 18. Pontuacao atribuida, em fung&o do tempo de aparecimento, de cada um dos

sinais de irritagao.

Tempo (1)
Fendmeno t<30s|30<t<2min | 2min<t<5min
Vasoconstricdo 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulagéo 9 7 5

Tabela 19. Classificacdo do grau de irritacdo de acordo com a pontuacao atribuida para os
sinais de irritacéo.

Potencial irritante  Classificagdo quanto ao grau de irritacéo

0-0,9 Nao irritante
1-49 Irritacdo fraca
5-8,9 Irritacdo moderada
9-21 Irritac@o severa
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11.2.7 Ensaios de permeacéao e retencao cutaneas

11.2.7.1 Preparacao das membranas de pele suina

Para esse teste foram utilizadas orelhas suinas as quais ndo receberam
nenhum tratamento prévio. Antes dos experimentos as orelhas foram lavadas em
agua corrente utilizando-se lauril sulfato de sédio a 2% para limpeza adequada. Logo
apos a retirada de sujidades foram tirados os pelos e tecido adiposo com o auxilio de
bisturi e tesoura. Foram entédo cortados segmentos circulares de aproximadamente 3
cm de didmetro e realizada a determinacdo da espessura individual de cada disco
(Mitotoyo No 2046S/ Shockproof). Foram selecionadas as membranas que
apresentaram espessuras entre 1-2 mm. Os discos foram embalados individualmente

em papel aluminio e congelados a -4°C até o momento da utilizacao.

11.2.7.2 Estudo de permeacdo in vitro

Os estudos de permeacdo in vitro foram conduzidos em célula de difusdo
vertical de Franz modificadas (modelo MicroettePlus/ Hanson Research), possuindo
um compartimento receptor com capacidade de aproximadamente 7,0 mL e uma area
de difuséo de 2,0 cm? (Franz, 1975; Venter et al., 2001).

As membranas foram mantidas em contato com uma solucdo receptora de
etanol 70% a temperatura de 37+1°C, sendo o compartimento receptor mantido sob
agitacdo constante com uma barra magnética. A solucéo receptora foi selecionada
através da determinacéo da concentracdo de saturacdo da permetrina em diferentes
meios (Tween 80 1%, Tween 80 2%, Etanol 30%, Etanol 20% e Etanol 10%).

As formulagdes testadas foram: nanocapsulas de permetrina produzidas com o
polimero Eudragit RS100 (NanoRS), nanocapsulas de permetrina produzidas com a
poli(e-caprolactona) (NanoPCL), formulagcdo permetrina livre (PermLivre),
nanocapsulas de permetrina produzidas com o polimero Eudragit RS100 incorporadas
em emulsdo fotoprotetora (Fotoprotl+RS), nanocpsulas de permetrina produzidas

com a poli(e-caprolactona) incorporadas em emulsao fotoprotetora (Fotoprotl+PCL) e
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formulagdo contendo permetrina livre incorporadas em emulsdo fotoprotetora

(Fotoprotl+livre).

As coletas das amostras foram realizadas ap6s um periodo de contato de 2
horas das formulagdes com a pele, pois esse € o tempo preconizado pela ANVISA
para a reaplicagéo de emulsdes fotoprotetoras. As amostras foram analisadas quanto
ao conteudo de permetrina retido no estrato cérneo, na epiderme, na derme e na
solucdo receptora. Todos os doseamentos foram realizados por CLAE em
cromatografo Perkin EImer Series 200, utilizando-se detector ultravioleta visivel 272
nm, coluna LiChrospher 100 RP-18 (5 um, 250 x 4 mm), pré-coluna do mesmo material
(5 um) e fase movel isocréatica de metanol e agua em uma proporcao 90:10 (v/v), fluxo
de 0,8 mL por minuto [97]. As determinacdes foram realizadas utilizando-se 6
repeticbes para cada formulagéo avaliada. A taxa de recuperacgéo e a especificidade

do método analitico foram previamente determinadas.

11.2.7.3 Técnica de tape stripping

Esta técnica foi empregada com o objetivo de retirar o estrato corneo das
membranas possibilitando o doseamento da permetrina. Para isso, 18 pedacos de fita
adesiva Schoth 3M medindo 25 x 25 mm para extracdo do estrato corneo foram
aplicadas e removidas na area previamente exposta as amostras. As fitas foram
acondicionadas em tubos falcon contendo 8 mL de metanol como solvente extrator.
ApOs o termino do experimento as fitas foram submetidas ao seguinte processo de
extracdo da permetrina: agitacdo em vortex durante 8 minutos, sonicacdo por 120
minutos a 30°C e nova agitacdo no vortex por 8 minutos. Apds o procedimento de
extracdo as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pm e submetidas a
doseamento por CLAE. A especificidade do método analitico foi previamente
determinada. As determinacdes foram realizadas utilizando-se 6 repeti¢des utilizadas

no teste de permeacédo cutanea.
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11.2.7.4 Técnica de retencado cutanea

Apés a retirada do estrato cérneo, a epiderme foi separada da derme,
submergindo o restante do tecido em 4gua ultrapura a 65 °C por 45 segundos. Apé6s
este procedimento a epiderme foi retirada com o auxilio de um bisturi e acondicionada
em tubo falcon para posterior processo de extracdo, utilizando-se 4 mL de solvente

extrator, metanol.

A derme remanescente foi fragmentada em pequenos pedagos e
acondicionada em tubo falcon com 6 mL de metanol. As amostras de epiderme e
derme foram submetidas ao processo de extracdo anteriormente citado. Apds o
procedimento de extracdo as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um e

submetidas a doseamento por CLAE.

11.2.8 Descarte de residuos

Todos os residuos quimicos gerados durante a preparacédo e caracterizacao de
nanocapsulas, foram acondicionados e identificados segundo normas do Plano de
Gerenciamento de Residuos implementado pela Resolucdo COSAT 01/01, da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

11.2.9 Anélise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando a versdo GraphPad Prism 5.0 software.
Os testes utilizados foram a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey, foram consideradas diferencas significativas quando p <0,05.
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12. Resultados e discussao

12.1 Preparacdo e caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas
contendo permetrina

As nanocapsulas de nucleo lipidico contendo permetrina foram preparadas pelo
método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado, como descrito
anteriormente por Forgearini (2016). Foram preparadas duas suspensfes, uma
produzida com polimero poli(e-caprolactona), denominada de NanoPCL e outra
preparada com polimero Eudragit RS100, denominada de NanoRS. As suspensdes
apresentaram aspecto branco leitoso com um reflexo azulado, resultado do efeito
Tyndal devido ao movimento browniano das particulas em suspensao, sem formacao

de precipitado ou separacgéo de fases.

Os perfis de distribuicdo granulométrica (medidas realizadas por volume)
utilizando difracdo de laser apresentaram-se unimodais para as duas formulacoes,
sem a presenca de populacdes micrométricas (Figura 24). Os diametros médios por
volume (D[4,3]) foram proximos (237 nm para NanoPCL e 137 nm para NanoRS)
agueles observados nos resultados da analise por espalhamento de luz dinamico (145
nm para NanoRS e 185 nm para NanoPCL). Comparativamente, a formulacéo
NanoRS apresentou didmetro médio menor do que a formulacdo NanoPCL. Os
resultados de PDI e span indicam perfis de distribuicio homogéneos para ambas as
formulacdes (Tabela 20). Os valores de potencial zeta das suspensdes foram de -8,2
+ 1,5 mV para NanoPCL e +11,6 £ 0,6 mV para NanoRS. A suspensdao NanoRS
apresentou um valor de potencial zeta positivo devido ao fato de ser produzida com o
Eudragit RS100, um polimero catiénico [149]. Os valores de pH das suspensées foram
5,81 + 0,05 para NanoPCL e 5,58 + 0,01 para NanoRS. Os teores de permetrina foram
de 5,17 £ 0,06 mg para NanoPCL e 5,01 £ 0,25 mg para NanoRS.

Tabela 20. Valores D[4,3] (um), Z-averange (nm), Span e PDI das formulacbes NanoPCL e

NanoRS contendo permetrina

Formulacéo | D[4,3] (um) |Z-averange (nm) Span PDI
NanoPCL (0,223 +0,01 185,8+ 2,6 1,56 + 0,04 {0,094 £ 0,05

NanoRS 0,137+ 0,01 145,7 + 0,8 0,94 + 0,080,084 + 0,01
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Figura 24. Perfis de distribuicdo granulométrica das nanocapsulas contendo permetrina: A)
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NanoPCL e B) NanoRS.

Os resultados do estudo estabilidade apds armazenamento de trés lotes de
cada formulacéo a temperatura ambiente encontram-se descritos na Tabela 21. Como
pode-se observar as formulagcdes NanoPCL e NanoRS néo apresentaram diferencas
significativas nos valores de teor e pH durante o tempo de estudo. Os valores de
diametro, PDI e potencial zeta também ndo apresentaram diferencas significativas o
que demonstra que ambas as formula¢gdes (NanoPCL e NanoRS) séo estaveis, dados

confirmados pela auséncia de popula¢des micrométricas durante o tempo de estudo.

Tabela 21. Resultados da andlise de estabilidade no periodo de 90 dias para teor, pH,

didmetro, potencial zeta e PDI.

Wolarse i)
P -

o
o

e v e ]

ManoRS

B

Teor de permetrina (mQ)

[idmeeire ()

Formulacéo | Tempo zero |30 dias 60 dias 90 dias
NanoPCL 538+0,28 |532+0,17 |545+0,20 |5,13+0,15
NanoRS 525+0,16 |532+0,10 |526+0,16 |4,98+0,14

pH
NanoPCL |558+0,17 [5,70+0,04 [6,29+0,05 [6,33+0,04
NanoRS 582+005 |6,14+0,19 |6,43+£0,04 6,84 +0,02
Diametro (nm
NanoPCL 188,8+1,1 |1858+2,64187,1+287|189,1+ 1,89
NanoRS 1454 +243|1445+28 |150,3+2,3 |148,9+ 23
PDI
NanoPCL | 0,163 £ 0,018]0,094 + 0,05 |0,091 + 0,05|0,094 + 0,04
NanoRS 0,082 + 0,022]0,084 + 0,014|0,089 + 0,04 | 0,082 + 0,12
Potencial Zeta (mV)
NanoPCL -10,1+19 |-10,1+21 |-8,19+1,48 |-8,55%1,86
NanoRS 11,6+0,68 |9,68+0,96 [9,68+0,864|8,43+0,44
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12.2 Caracterizacao e avaliacdo da estabilidade das emulsdes fotoprotetoras
contendo nanocapsulas de permetrina

As formulacbes fotoprotetoras, desenvolvidas anteriormente (Protsoll e
Protsol2) (Capitulo 1) foram avaliadas quanto as suas caracteristicas organolépticas.
Essa avaliagcdo € relevante uma vez que o aspecto de um cosmético pode resultar na
sua rejeicdo por parte do consumidor. Nessa avaliacdo a formulacdo Protsoll foi
selecionada por apresentar um aspecto visual mais agradavel. Muitas vezes
formulacbes com coloracbes amareladas transmitem uma imagem de produto
desestabilizado ou “vencido”, apresentando um maior indice de rejeicdo do que
agueles com coloracao branca. A formulagéao Protsol2 apesar de possuir filtros solares
mais fotoestaveis que a Protsoll apresentou coloracdo amarelada, ocasionada pelo
filtro solar Uvinul A plus. Consequentemente, ndo foi bem aceita pelos pesquisadores
do LAFERGS, que selecionaram a formulagéo Protsoll como mais adequada. Desta
forma, Protsoll foi selecionada para a incorpora¢do das nanocapsulas de permetrina,

um dos objetivos do presente capitulo da dissertacéo.

No estudo de estabilidade (90 dias em 3 condi¢des experimentais: temperatura
ambiente, temperatura de 40 + 2°C e temperatura de -5 + 2°C) ndo se observou
mudancas visuais nas formulacdes avaliadas (Protsol1+NanoPCL, Protsoll+NanoRS,
Protsoll+Livre). Mesmo ap0s os 90 dias ndo se observou a presenca de grumos ou
separacdo de fases. Quanto a coloracdo, odor e pH, também néo foram detectadas
alteracdes perceptiveis ao sistema sensorial.

Os teores de permetrina encontrados, antes e apés o estudo da estabilidade,
encontram-se na Tabela 22. Nessa analise pode-se observar que o método de
extracdo da permetrina foi eficiente, pois foi possivel uma recuperacdo de
aproximadamente 100% da quantidade de permetrina adicionada a emulsao
fotoprotetora. Apdés 90 dias de armazenamento a 25 °C, as trés formulacdes
estudadas contendo permetrina (Protsoll+PermLivre, Protsoll+NanoPCL e
Protsoll+NanoRS) nao apresentaram alteracdes significativas nos teores de

permetrina, gue se mantiveram estaveis.
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Tabela 22. Teor de permetrina nas formulacdes fotoprotetoras, antes e ap6s o estudo de
estabilidade.

Teor de Permetrina Emulsfes Fotoprotetoras (mg)

Inicio 30 dias 60 dias 90 dias
Protsol1+NanoPCL | 3,11 + 0,02 3,00 £ 0,09| 3,16 £ 0,17 | 3,11 + 0,04
Protsoll+NanoRS [3,09+0,10/3,11+0,11|2,94+0,13{2,99 £ 0,15
Protsoll+Livre 3,05+ 0,07|3,06 £ 0,07 (3,08 +0,02|3,05+ 0,06

Parametros reoldgicos sdo utilizados para avaliar o desenvolvimento fisico e
estabilidade das formulacdes uma vez que estudos reolégicos podem fornecer
informacdes sobre a estabilidade fisica durante o tempo de prateleira e desempenho
do produto no momento da utilizacdo [150]. Na analise reoldgica das formulacdes, os
coeficientes de regressdo encontrados encontram-se descritos na Tabela 23. N&o
foram encontradas diferencas significativas nos perfis reoldgicos das formulagées,
antes e apoOs a incorporacdo das nanocapsulas. Essas formulacdes mantiveram o
comportamento pseudoplastico ao longo de todo estudo de estabilidade, sendo

melhor descrito pelo modelo Ostwald.

Tabela 23. Coeficientes de regressédo encontrados para cada formulagcdo de acordo com o0s

modelos testados, apds a incorporacédo das nanocapsulas de permetrina.

Formulacéo Bingham | Casson |Herchel-Bulkley | Ostwald

Protsoll 0,98+0,3/099+0,4| 0,99+0,9 099+0,1
Protsoll1+NanoPCL | 0,98 +0,4/0,99+0,2| 0,99+0,5 0,99+0,9
Protsol1+NanoRS |0,96+0,2/0,98+0,8| 0,98+0,2 0,99+0,4

Os diametros das goticulas também foram avaliados antes e ap6s o estudo de
estabilidade. Observou-se, interessantemente, que nanocapsulas
(Protsol1+NanoPCL, Protsoll+NanoRS) ndo ocasionaram alteragcdes na impressao
digital dos parametros descritivos medidos por difracdo de laser em comparagdo com

a formulacao original, como pode ser observado na Figura 25.

122



Protsoll

Protsol1+NanoPCL

Protsol1+NanoRS

D[4,3]n

Figura 25. Gréfico radar das formula¢cdes em um, onde: D[4,3]v corresponde aos valores
médios de didmetros, d(0,1)v corresponde a 10%, d(0,5)v correspondentes a 50% e d(0,9)v a
90% ponderados em porcentagem da distribuicdo de volume. E D[4,3]n corresponde aos
valores médios de diametros, d(0,1)n corresponde a 10%, d(0,5)n correspondentes a 50% e

d(0,9)n a 90% ponderados em porcentagem da distribuicdo por numero de particula.

12.3 Avaliacdo da capacidade fotoprotetora

A capacidade fotoprotetora das formulacdes (Protsoll+NanoPCL,
Protsoll+NanoRS, Protsoll+Livre) foi avaliada para verificar se as nanocapsulas de
permetrina poderiam ou nao interferir na eficacia final do produto. A partir do resultado
apresentado na Figura 26 € possivel observar perfis de degradacdo do resveratrol
similares para as 4 formula¢des. Ao analisar as formulacfes tempo-a-tempo de forma
comparativa, ndo se observaram diferencas significativas entre seus valores. Esse
resultado indica que a introducdo das nanocapsulas de permetrina ndo interferiu
positivamente ou negativamente na eficacia do produto para protecao contra radiacao.

Dessa forma, o produto manteve sua capacidade fotoprotetora.
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Figura 26. Comparacdo da capacidade fotoprotetora das formulagbes (Fotoprotl,
Fotoprot1+NanoPCL, Fotoprot1+NanoRS com a formulagdo comercial L’Oreal) frente a

protecdo da degradacéo do resveratrol.

12.4 Permeacdo cutanea das nanocapsulas de permetrina

A presente pesquisa foi desenhada com o intuito de avaliar o comportamento
tépico da permetrina livre (PermLivre) e nanoencapsulada a partir de duas estruturas
compostas por diferentes polimeros: poli(e-caprolactona) (NanoPCL) e eudragit
RS100 (NanoRS). Essas duas suspensdes nanotecnoldgicas foram avaliadas tanto
na forma de suspensdo, quanto quando incorporadas em emulsdes fotoprotetoras
(Protsol1+NanoPCL e Protsol1+NanoRS). Ainda, para fins de avaliacdo do efeito das
nanocapsulas sobre os perfis de permeacdo cutanea da permetrina, os produtos
foram comparados a uma formulagdo onde a permetrina na forma livre foi incorporada

a emulséo fotoprotetora (Protsol1+PermLivre).

Os experimentos de penetracdo cutédnea in vitro mostraram que a permetrina
nao foi encontrada no compartimento receptor apos 2 horas de experimento para
todas as formulacdes, sugerindo que essa substancia ndo tenha uma tendéncia a

atingir a circulacéo sistémica, portanto sem possiveis efeitos toxicos.

A Figura 27 apresenta o perfil de penetracdo das suspensdes de nanocapsulas
(NanoPCL e NanoRS), bem como da emulsédo de permetrina (Livre). Por sua vez, a

Figura 28 apresenta os perfis de penetracdo dessas mesmas formulacées quando
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incorporadas na emulsédo fotoprotetora (Protsoll). A partir desses resultados foi
possivel observar que ambas as formula¢des nanotecnolégicas (NanoPCL e NanoRS)
incorporadas ou ndo ao semissolido Fotoprotl proporcionaram uma adequada adesao
da permetrina no estrato corneo, pois obtiveram resultados similares ou superiores a
formulacdo sem nanotecnologia (a qual demonstra o perfil intrinseco ao farmaco).
Entretanto, quando analisadas as camadas mais internas da pele, nas quais ndo é de
interesse que a permetrina se localize, foi possivel constatar que as formulacées com
NanoPCL tiveram melhor desempenho, pois ndo foi detectada a presenca de
permetrina tanto na epiderme quanto na derme. J& para as formulagdes com NanoRS,
incorporada ou ndo a emulséo fotoprotetora, foi detectada permetrina em todas as
camadas. Embora essa quantidade possa nao ser significativa para causar um efeito
toxico do farmaco, as formulacdes contendo NanoPCL foram aquelas que
demonstraram um melhor efeito da aplicacdo da nanotecnologia, sendo teoricamente
mais seguras e possivelmente mais eficazes, uma vez que concentram toda a carga

de permetrina da formulacdo no estrato cérneo.

A influéncia do polimero poli(e-caprolactona) na liberacdo de farmacos de
sistemas nanoestruturados através da pele ja havia sido investigada por Alves e
colaboradores (2007), através de um estudo in vitro com nimesulida. Nesse estudo,
0s autores relatam que as moléculas de farmaco nanoencapsulado com este polimero
nao tendem a atravessar a pele, pois 0 polimero aumenta sua aderéncia no estrato
cérneo sem aumentar o transporte transdérmico e a absorcdo. Os autores também
verificaram que a poli(e-caprolactona) apresenta alta afinidade pela camada cérnea
[151].

Estudos anteriores demonstraram que a composicdo do nucleo das
nanocapsulas esta diretamente ligada a flexibilidade das particulas, além disso, essa
flexibilidade ou rigidez pode determinar o grau de penetracdo dessas estruturas [152,
153]. Dependendo do composto ativo, as nanocapsulas podem melhorar a permeacao
[154, 155], ou melhorar a penetracdo nas diferentes camadas da pele, limitando a
permeacdo e evitando a absorcao sistémica de farmacos [151, 156-159]. Conforme
observado para as formulagdes Protsoll1+NanoPCL e NanoPCL, as quais possuiam
um nucleo composto de triglicerideos e monoestearato de sorbitano, a permeacao nao

ocorreu e o farmaco ficou mais aderido ao estrato corneo. Este dado corrobora com o
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estudo anterior [8] que comprovou que as nanocapsulas com esta composi¢do sao
menos flexiveis do que as produzidas com composi¢cdo similar, porém sem o
monoestearato de sorbitano, sendo mais flexiveis e se distribuindo mais
extensamente na pele, alcancando a epiderme viavel. Ao contrario, as produzidas com
monoestearato de sorbitano, menos flexiveis e semelhantes as do presente trabalho,

ficam restritas ao estrato corneo.

Na comparacao dos perfis de penetracdo das suspensodes versus os perfis de
penetracdo das formulagdes semissolidas pode-se observar a influéncia que o veiculo
semissélido apresenta. Para a formulacdo livre, a incorporacdo no semissélido
ocasionou a penetracao de altas quantidades da permetrina para a epiderme e derme
(107,67 = 31,53 upg/mL e 27,77 + 22,55 pg/mL respectivamente). Entretanto,
comparando-se as formulagdes contendo NanoRS esse aumento foi mais sutil sendo
de 5,62 + 3,59 pg/mL para 12,09 * 6,64 pg/mL na epiderme e 11,48 + 3,76 pg/mL para
20,38 £ 14,01 pg/mL na derme. Além disso, a incorporacdo da NanoPCL no
semissolido ndo implicou em modificacdes no perfil de penetracdo. Esse resultado
demonstra a capacidade das nanocapsulas em reter o ativo nas camadas mais
superiores da pele, mesmo quando incorporadas em veiculos que promovam a
penetracdo cutanea e novamente demonstrou a superioridade das nanocépsulas de

PCL para essa aplicacao.
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Figura 27. Perfil de penetracdo cutanea das suspensdes de nanocapsulas (NanoRS e

NanoPCL) e da emulsdo de permetrina (Livre), apds duas horas.
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Figura 28. Perfil de penetragdo cutanea das formulacdes semissdlidas contendo as
suspensfes de nanocapsulas (Protsoll+NanoRS e Protsoll+NanoPCL) e da emulsdo de

permetrina (Protsoll+Livre), apds duas horas.
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12.5 Irritagéo das formulacdes (Het-cam)

O ensaio realizado com as formulacdes (PermLivre, NanoPCL e NanoRS)
evidenciou o alto potencial irritante da permetrina na forma livre. Os resultados médios
encontrados, em relacdo a pontuacédo do grau de irritacdo, foram para PermLivre 15
(irritante forte), NanoPCL 4,5 (Irritante fraco) e NanoRS 4,3 (Irritante fraco), como
mostrado na Figura 29. Estes resultados demonstram a importancia da
nanoencapsulacdo da permetrina na reducéo do potencial irritativo por contato direto.
A permetrina € muito utilizada em tratamentos para escabiose em criancas [160] e
muitos destes produtos, entre eles o Nedax® Plus, trazem na bula a adverténcia para

evitar o contato com os olhos sugerindo sua irritag&o.
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Figura 29. indice de irritabilidade das nanocapsulas de permetrina (NanoPCL e NanoRS) em

comparacao com a permetrina livre (PermLivre).

As formulacbes fotoprotetoras contendo as nanocapsulas de permetrina
Fotoprot+NanoPCL e Fotoprot+NanoRS (indice de irritagdo 4,3) apresentaram
irritacdo leve, com resultado médio igual ao encontrado para a formulacéo Fotoprotl
(indice de irritacdo 4,3). Porém, para a formulacdo contendo permetrina livre
(PermLivre) o indice de irritacdo médio encontrado foi severo (12,5). Este resultado
evidencia o papel positivo da nanocompartimentalizagdo da permetrina, evitando o
contato direto de grande quantidade da substancia com os vasos sanguineos (modelo
do ovo embrionado), reduzindo o efeito toxico, provavelmente por permitir a difusédo
controlada de pequenas quantidades da substancia a partir das nanocapsulas ao

longo do tempo.
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13. Conclusodes

As nanocapsulas poliméricas contendo permetrina (NanoPCL e NanoRS)
foram preparadas pelo método de deposicédo interfacial do polimero pré-formado. As
andlises de distribuicdo granulométrica utilizando difragdo de laser demonstraram que
ambas apresentam perfis unimodais. As medidas por espalhamento de luz dinamico
mostram diametros médios entre 185 nm (NanoPCL) e 145 nm (NanoRS), coerentes
para nanocapsulas poliméricas produzidas por este método. Os resultados de PDI e
span indicam perfis de distribuicdo homogéneos para ambas as formulacdes, néo
apresentando diferencas significativas, durante os 90 dias de armazenamento. Estes
resultados indicam que ambas as formula¢des sdo estaveis, dados confirmados pela

auséncia de populacées micrométricas durante o tempo de estudo.

As nanocapsulas foram incorporadas na formulacdo Protsoll, e denominadas
Protsoll+NanoPCL e Protsoll+NanoRS, e avaliadas quanto a estabilidade, durante
90 dias em 3 condi¢cOes experimentais: temperatura ambiente, temperatura de 40 +
2°C e temperatura de -5 + 2°C. Nao foram observadas mudancas na aparéncia, todas
as formulacdes apresentaram aspecto visual adequado. Quanto a coloragéo, odor e
pH, também n&o foram detectadas alteracfes perceptiveis ao sistema sensorial. Apds
90 dias de armazenamento a 25 °C, as Protsol1+NanoPCL e Protsol1+NanoRS néo
apresentaram alteracdes significativas nos teores de permetrina, que se mantiveram
estaveis. Na andlise reoldgica das formulacdes ndo foram encontradas diferencas
significativas, no perfil reologico, entre as formulacdes, antes e apds a incorporacao
das nanocapsulas. Essas formulacdes permaneceram com 0 mesmo comportamento
ao longo de todo estudo de estabilidade, sendo esse pseudoplastico, o qual foi melhor

descrito pelo modelo Ostwald.

Os ensaios da capacidade fotoprotetora de todas as formulagbes mostraram
(Protsoll+NanoPCL, Protsoll+NanoRS) que a introducdo das nanocapsulas nao
interferiu na eficacia do produto para protecdo contra radiacdo. Dessa forma, o
produto manteve sua capacidade fotoprotetora sendo acrescido possivelmente de

uma nova funcionalidade, a repeléncia de insetos nanoencapsulado.

Os experimentos de penetragao cutanea in vitro evidenciaram que a permetrina
nao foi quantificada no compartimento receptor apos 2 horas de experimento para
todas as formulacfes. Esses resultados indicam que a permetrina ndo apresenta
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tendéncia para atingir a circulacao sistémica (na forma livre ou nanoencapsulada),
portanto sem possiveis efeitos toxicos. E importante ressaltar que para formulacées
contendo inseticidas ou repelentes de insetos € desejavel que os ativos permanecam

no estrato corneo, a fim de promover uma adequada repeléncia e atoxicidade.

Ambas as formulagc6es nanotecnolédgicas (NanoPCL e NanoRS) incorporadas
ou ndo ao semissoOlido Fotoprotl proporcionaram uma adequada adesdo da
permetrina no estrato corneo. Entretanto, quando analisadas as camadas mais
internas da pele, nas quais nao € interesse que a permetrina se localize, foi possivel
constatar que as formulacbes com NanoPCL tiveram melhor desempenho, pois nao
foi detectada a presenca de permetrina tanto na epiderme quanto na derme. Por sua
vez, para as formulacdes com NanoRS, incorporada ou ndo a emulsao fotoprotetora,
foi detectada permetrina em todas as camadas. Embora essa quantidade possa néo
ser significativa para causar um efeito toxico do farmaco, as formulagdes contendo
NanoPCL foram aquelas que demonstraram um melhor efeito da aplicacdo da
nanotecnologia, sendo teoricamente mais seguras e, possivelmente, mais eficazes,

uma vez que concentram toda a carga de farmaco da formulacdo no estrato cérneo.

Na comparacao dos perfis de penetracdo das suspensodes versus os perfis de
penetracdo das formula¢gdes semissolidas pode-se observar a influéncia que o veiculo
semissélido apresenta. Para a formulacdo livre, a incorporacdo no semissélido
ocasionou a penetracdo de altas quantidades da permetrina para a epiderme e derme.
Entretanto, comparando-se as formula¢des contendo NanoRS esse aumento foi mais
sutil. Além disso, a incorporacdo da NanoPCL no semissolido ndo implicou em
modificacdes no perfil de penetracdo. Esse resultado demonstra a capacidade das
nanocapsulas em reter o ativo nas camadas mais superiores da pele, mesmo quando
incorporadas em veiculos que promovam a penetracdo cutanea, novamente

demonstrando a superioridade das nanocépsulas de PCL para essa aplicagéo.

O ensaio de irritagéo realizado com as formulagdes (PermLivre, NanoPCL e
NanoRS) evidenciou o alto potencial irritante da permetrina na forma livre. Estes
resultados demonstram a importancia da nanoencapsulacdo da permetrina na
reducdo da irritacdo. A permetrina € muito utilizada em tratamentos para escabiose
em criancas e muitos destes produtos trazem na bula a adverténcia para evitar o

contato com os olhos sugerindo sua irritagéo.
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Deste modo, a avaliagdo dos resultados obtidos demonstra que as
nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo permetrina desenvolvidas foram
apropriadas para incorporacdo na emulsdo fotoprotetora, apresentando boa
estabilidade, capacidade fotoprotetora, indice de irritacéo leve e adequada permeacéao
e, ainda, apresentando sensorial mais adequado quando comparadas a emulsdo
fotoprotetora contendo repelente sem nanotecnologia. Além disso, as nanocapsulas
de poli(s-caprolactona) apresentaram vantagem em relacdo as nanocapsulas de
Eudragit RS por ficarem mais aderidas no estrato cérneo. Os resultados sugerem que
estas formulagbes sdo promissoras para dar seguimento aos testes in vivos

necessarios, para comprovacao da atividade de repelente de insetos e do FPS.
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14. Perspectivas

Apos a transferéncia da tecnologia para o LAFERGS, as etapas para a
conclusdo do desenvolvimento a serem consideradas pelo Laboratério sdo as

seguintes:

e Realizar doseamento dos filtros solares presentes na formulag&o Protsoll,;

e Determinar a eficacia do fator de protecéo solar com resisténcia a agua e ao
suor das formulagcdes (com um dos laboratérios orcados, orcamentos em
anexo, Anexo 6);

e Determinar a repeléncia contra insetos das formulacdes;

e Determinar perfil de irritacdo dérmica com voluntarios saudaveis;

e Realizar o escalonamento industrial da emulsao fotoprotetora. No Apéndice 2,
desta dissertacdo, encontra-se uma sugestédo de rétulo e de embalagem para

a formulacao fotoprotetora desenvolvida;
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Apéndice 1.

1. Estudo de pré-formulagcéo
1.1 Desenvolvimento das formulagdes

O desenvolvimento das formulacdes abrangeu a elaboragcéao de 9 preparacdes
em veiculos emulsionados do tipo O/A, com finalidade de obtencdo de emulsdes
macroscopicamente estaveis, com consisténcia aparente variada e de caracteristicas

organolépticas (aspecto, cor e odor) aceitaveis, segundo critérios do formulador.

Para isso, foram selecionadas matérias-primas a partir daquelas ja
tradicionalmente empregadas em formulac6es comerciais. Para tal, foram escolhidos
alguns protetores solares para serem utilizados como referéncias no desenvolvimento
dos protétipos do presente trabalho, como: Protetor solar FPS 30 L'Oreal, Protetor
solar FPS30 Pasteur e Protetor solar FPS30 Neutrogena (a composicdo destes

protetores solares encontra-se no Anexo 2.
1.2 Preparo e estabilidade das formulagfes

As formulacdes da etapa de desenvolvimento foram homeadas como F1 e F2.
O objetivo desta etapa foi selecionar a base emulsionada mais adequada para

estabilidade e sensorial das formulagdes.

Primeiramente foram desenvolvidas 2 emulsdes fotoprotetoras, com FPS 30
estimado, contendo combinac¢ao de emulsionantes diferentes para avaliagéo sensorial
do LAFERGS, composicédo Tabela 19. Para uma avaliacédo inicial, estas formulacées
foram submetidas ao teste de centrifugacdo, e sendo eliminadas caso houvesse

separacao de fases.

Tabela 24: Diferentes emulsionantes testados para escolha da combinagdo mais

adequada.
Ingrediente (home comercial) |F1 |F2
Alcool cetoestearilico 30/70 2| 2
Alcool etoxilado 200E 4,2|4,2
Ampisol K 2
Acido estearico 1,5
Monoestearato de glicerila 1,5
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Apéndice 2.

2.1 Sugestéao de rotulo e de embalagem para a formulacao fotoprotetora
desenvolvida

FOTOPROTETOR FPS 30 UVA/UVB (destinado a distribuicdo gratuita)

2.1.1 Embalagem externa: Cartucho unitario
Lado 1 (parte de tras do cartucho):

INGREDIENTES: Water, Octocrylene, Octilmetoxinamato, Methybenzylidene
Camphor, Butyl methoxydibenzoyl methane, Ethyl butylacetylaminopropionate,
Neopentyl Glycol Diheptanoate, Potassium Cetyl Phosphate, Cetearyl Alcohol,
Caprylic/ Capric Triglyceride, Propano-1,2,3-triol, Titanium Dioxide, Methylene Bis-
Benzotriazolyl ~ Tetramethylbutylpheno,  Cyclomethicone,  Aluminium  Starch
Octenylsuccinate, Ceteareth-20, Cyclomethicone (and) Dimethicone Crosspolymer,
Rice Bran Oil, Acrylates/C10-30 alkyl acrylate cross-polymer, Xanthan Gum, Sodium
hydroxide, Ethylenediamine tetraacetic acid, Propylparaben, Methylparaben, Perfum,
Hidroxitolueno butilado.

Fabricante: LAFERGS - Laboratério Farmacéutico do RS. IndUstria Brasileira XXX

Lado 2 (lateral do cartucho):

Fotoprotetor FPS 30 UVA/UVB proporciona a sua pele alta protecdo UVA/UVB,
prevenindo o envelhecimento da pele. Possui filtros fotoestaveis, acdo antioxidante
gue combate os radicais livres, promove hidratacdo a sua pele mantendo-a jovem,
saudavel e bonita. Possui textura leve e néo oleosa.

MODO DE USAR: Aplique generosamente sobre o rosto e pescoco seco, 20 minutos
antes da exposicao ao sol e para manter a efetividade do produto, reaplique sempre,
ap0s nadar, banhar-se, secar-se com a toalha, durante tempo de exposicéo
prolongada ao sol, transpiracdo excessiva Ou sempre que necessario. Se a
guantidade aplicada ndo for adequada, o nivel de protecdo sera significativamente
reduzido.

ORIENTACOES AO CONSUMIDOR: Uso externo. Ajuda a prevenir queimaduras
solares e nao oferece protecao contra a insolagdo. Descontinue 0 uso em caso de
sensibilizacdo. Evite o contato com os olhos. Produto para uso adulto. Nao aplique em
criancas. Evite o contato do produto com tecidos. Mantenha fora do alcance de
criangas.

Dermatologicamente testado.

Lado 3 (frente do cartucho):
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Fotoprotetor FPS 30 UVA/UVB
Alta protecdo UVA/UVB

Textura leve e ndo oleosa
Previne sinais de envelhecimento
XXX

1209

Lado 4 (lateral do cartucho):

LAFERGS - Laboratério Farmacéutico do RS. Industria Brasileira XXX
Av. Ipiranga, 5.400 - Jardim Botanico - Porto Alegre - CEP: 90610-000

Telefone: (51) 3288.4000

E-mail: lafergs@fepps.rs.gov.b

Figura 30. Figura representativa da embalagem externa (cartucho) do Fotoprotetor

2.1.2 Embalagem interna: Bisnaga do tipo “pump”

Parte da frente da bisnaga:

FOTOPROTETOR FPS 30 UVA/UVB

Alta protecédo UVA/UVB

Textura leve e nao-oleosa
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Previne sinais de envelhecimento
LAFERGS - Laboratério Farmacéutico do RS. Industria Brasileira XXX

Parte de tras da bisnaga:

MODO DE USAR: Aplique generosamente sobre o rosto e pescogo seco, 20 minutos
antes da exposicdo ao sol e para manter a efetividade do produto, reaplique sempre,
apos nadar, banhar-se, secar-se com a toalha, durante tempo de exposicao
prolongada ao sol, transpiracdo excessiva ou sempre que necessario. Se a
quantidade aplicada ndo for adequada, o nivel de protecdo sera significativamente
reduzido.

ORIENTACOES AO CONSUMIDOR: Uso externo. Ajuda a prevenir queimaduras
solares e nao oferece protecao contra a insolagdo. Descontinue 0 uso em caso de
sensibilizacdo. Evite o contato com os olhos. Produto para uso adulto. Nao aplique em
criangas. Evite o contato do produto com tecidos. Mantenha fora do alcance de
criangas.

Dermatologicamente testado. Resistente a 4gua e ao suor.
Para maiores informacdes consulte o cartucho deste produto.

120 g

Figura 31. Figura representativa da embalagem interna (bisnaga do tipo pump) do

Fotoprotetor
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Apéndice 3.

3.1 Precos das matérias-primas utilizadas apara o desenvolvimento das
emulsdes fotoprotetoras.

Preco
Matérias-primas INCI médio/Kg
Alcool cetoestearilico 30/70 Cetearyl Alcohol 5,85
Alcool cetoestearilico-
etoxilado Ceteareth - 20 5,34
Acido estearico Stearic Acid 11,00
Amphisol K Potassium Cetyl Phosphate 107,86
Avobenzona Avobenzone 58,17
BHT hidroxitolueno butilado 34,26
Ciclometicone DC 245 Cyclomethicone 26,39
Dioxido de titanio T-lite Titanium Dioxide 108,16
Dow Corning 9040 Cyclomethicone (and) Dimethicone Crosspolymer 150,00
Dry-flo-pure Aluminium Starch Octenylsuccinate 14,09
EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 9,20
Esséncia Fragrance 25,99
Glicerina Propano-1,2,3-triol 4,35
Goma xantana Xanthan Gum 13,90
Hidréxido de sodio Sodium hydroxide 16,00
IR3535 3-[N-n-butyl-N-acetyl] aminopropionic acid ethylester 280,00
Lexfel 7 Neopentyl Glycol Diheptanoate 19,44
Lexfel natural Heptyl Undecylenate 53,03
Metilparabeno Methylparaben 50,00
Monoestearato de glicerila Glyceryl Stearate 9,07
Metilbenzilideno canfor 4-Methylbenzylidene Camphor 55,00
Octocrileno Octocrylene 46,00
Oleo de arroz rice oil 38,00
Propilparabeno Propylparaben 80,00
Pemulen TR1 Acrylates/C10-30 alkyl acrylate cross-polymer 320,00
TCM Caprylic/Capric Triglyceride 21,00

Methylene Bis-Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol

Tinosorb M (50%) (nano) 448,00
Uvinul A plus Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate 400,00
Uvinul MC80 Ethylhexyl Methoxycinnamate 14,00
Uvinul N 539-T Octocrylene 103,00

3.2 Precos das formulagfes desenvolvidas

Preco médio formulagdes

Protsol1+IR3535 R$ 3,70
Protsoll R$ 2,26
Protsol2 R$ 3,17
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Anexo 1.

1.1 Composicéao das formulagbes comerciais
1.1.1 Composicao do Fotoprotetor FPS30 Neutrogena®

Neutrogena®Sun Fresh Protetor Solar FPS 30: Agua, Etilhexil Metoxicinamato,
Homosalato, Etilhexil Salicilato, Silica, Benzophenona-3, Dimeticone, Butil
Metoxidibenzoilmetano, Acido Adipico /Dietilenoglicol/Glicerina Crosspolimero,
Copolimero VP/Hexadeceno, Hydroxietil Acrilato/ Copolimero Acriloildimetil Taurato
de Sodio, Alcohol Benzilico, Glicerina, Squaleno, Estearato de Glicerila, PEG-100
Estearato, Fenoxietanol, Acetato de Tocoferila, Cetil Dimeticone, Bisabolol, Extrato de
miolo de Avena sativa (aveia), Butilenoglicol, Isobutilparaben, Polisorbato 60,
Isopropilparaben, Butilparaben, Glicirrizinato Dipotassio, EDTA Tetrasodium,
Perfume/Fragrancia, BHT, Palmitato de Ascorbila, Palmitato de Retinila,
Trimetilsiloxisilicato.

1.1.2 Composicao do Fotoprotetor FPS30 Med Protection (instituto Pasteur®)

Med Protection Protetor solar FPS30: Aqua, Propylene Glycol, Carbomer, Disodium
EDTA, Glycerin, Xanthan Gum, Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylates Crosspolymer,
Methylparaben, Propylparaben, Pvp/Eicosene Copolymer, BHT, Sorbitan Oleate,
Ethylhexyl Methoxycinnamate, Ethylhexyl Salicylate, 4-Methylbenzylidene Camphor,
Butyl Methoxydibenzoylmethane, Ethylhexyl Palmitate, Sodium Hydroxide, Methylene
Bis-Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol, Octocrylene, Phenoxyethanol,
Ethylparaben, Buthylparaben, Cyclomethicone, Parfum

1.1.3 Composicgao do Fotoprotetor FPS30 L’Oreal Expertise

Protetor Solar Expertise® Log&o FPS 30: Aqua, C12-15 alkryl benzoate, glycerin,
Etilhexil Salicilato, Octocrylene, Titanium Dioxide, butyl methoxydibenzoymethane,
cyclopentasioloxane, Isopropyl palmitate, Talc, stearic acid, potassium cetyl
Phosphate, triethanolamine, phenoxyethanol, palmitic acid, PEG-100 stereate,
glyceryl stereate, caprylyl Glycol, aluminum hydroxide, Methylparaben, acrylates/C10-
30 akyl acrylate Crosspolymer, terephthalylidene dicamphor sulfonic acid, Ethylhexyl
Triazone, disodium edta, tocoferol, linalool, Cl 15985, Corantes, parfum.
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Anexo 2.

2.1 Estimativa fator de protecéo solar para a formulagéo Protsoll
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2.2 Estimativa fator de protecao solar para a formulagéo Protsol2
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Anexo 3.

4.1 Orcamentos para realizacdo do FPS in vivo

® KosmoSCIENCE
‘ Ciéncia & Tecnologia Cosmética
&Rua Doze de Outubro 688, 13274-125 - Valinhos — 5P

BTelefax: (19) 3829 - 3487

) Bwww.kosmoscience.com
kosmo science

PROPOSTA DE ESTUDO — URGO03-15-R0

Estudo de Eficacia para Determinagédo do Fator de Protecdo Solar Método FDA
OBJETIVO

Determinar a eficacia do fator de protecao solzr pela aplicacdo de produtos cosmeéticos contra a radiacio
ultravioleta para o tratamento da pele por intermedio da metodologia FDA. RESISTENCIA AQ SUOR.

DESCRIGAO
PRODUTOS:
Locao fotoprotetora — formulacdo 01
Locao fotoprotetora — formulagao 02
FPS - Fator de Protegdo Solar
Para leitura de Fator de Protecdo Solar sera empregado o seguinte método:
SPF test procedure de acordo com FDA (Federal Register [ Vol. 76, No. 117 [ 17 de junho de 2011)
MATERIAIS NECESSARIOS
+ 01 embalagem de cada produto a ser avaliado contendo 200gr para avaliaggo do Fator de Protegdo Solar.

» ENVIO DAS FORMULAGOES QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS para insergdo ao relatério final.
+ INFORMAR O NUMERO DESTE ORGAMENTO NO ROTULO DAS AMOSTRAS.

SIGILO

Garantimos total sigilo das informagoes apresentadas, conforme Contrato de Confidencialidade que poderd ser
astabelecido,

PRAZOS

s resultados obtidos serdo apresentados em forma de relatério técnico em formato eletrdnico criptografado (PDF)
contendo uma introducdo tedrica sobre a técnica empregada, descricdo da metodologia experimental, resultados,
tratamentos estatisticos, discussao dos resultados, conclusao e bibliografia.

Apds a aprovacdo do relatdrio em formato eletrbnico, por parte do patrocinador, serd emitido o Relatério Final
impresso a ser entregue em maos ou pelos Correios com AR.

Para isto, serdo necessarios 40 digs apds infcio do ensaio.

169



INVESTIMENTOS

Descrigio | Custo Total (R$)

AVALIACAD OFICIAL;

FPS - Fator de Protecao Solar;
02 PRODUTOS;

| 0 voluntarios:

Obtencao das leituras basais; 4.800,00
Obtencao das leituras pds-tratamento esperado;
RESISTEMNCIA AQ SUOR;

Tratamento Estatistico;

Elaboragac de Relatdrio Técnico,

Tolal Geral 4.800,00

FORMA DE PAGAMENTO

O valor total do estudo deverd ser pago em duas parcelas com emissac no recebimento das amostras

Valinhos, 24 de Julho de 2015.

4, 7
Al |

Adriano 5. Pinheiro
KosmosCIEMCE

Ciéncia & Tecnologia Cosmética
W +55 19 3829 3482
Adriano{@kosmoscience. com
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I I C I i n PROPOSTA IN\‘IESTIME‘NTO

CUSTO E PRAZO

ESTUDO VALOR UNIT. N2 AMOSTRAS VALOR TOTAL

HRIPT - AVALIACAO DA
IRRITABILIDADE DERMICA PRIMARIA,
ACUMULADA E SENSIBILIZACAO -
“DERMATOLOGICAMENTE TESTADO” RS 600,00 02 R$ 1.200,00

DETERMINAGAO DO FATOR DE
PROTECAO SOLAR COM RESISTENCIA RS 1.800,00 02 RS 3.600,00
A AGUA / SUOR - METODO COLIPA

DETERMINACAO DA PROTECAO UVA

IN VITRO - METODO COLIPA R$ 800,00 0z b 14600,00

ESTUDO DE EFICACIA REPELENTE
- DURAGAO DE 3 HORAS R$ 15.000,00 01 RS 15.000,00

TOTAL FINAL R$21.400,00
Opg¢io de Pagamento: 5 (CINCO) PARCELAS IGUAIS (30, 60, 90, 120 E 150 DIAS).
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INVESTIGA

NSTITUTOS DE PESQUISA

ALLERGISA

PROPOSTA E SOLICITAGAO COMERCIAL

F-P5Q_03.01 - Rev.15 - 21/08/2014 Pagina 1 de 2

Data: 20/08/2015

DADOS DO PATROCINADOR / CLIENTE

Empresa: FUNDACAOQO DE APOIO DA UNIVERSIDADE FEDERAL RGS CNPJ: 74704008000175
Enderego: AV BENTO GONCALVES 9500
AGRONOMIA - PORTO ALEGRE - RS - 91509900 - BRASIL

Solicitante: JULIANA MEDEIROS Telefone: -
E-mail: juliana.pharmacia@gmail.com
DETALHAMENTO DO ESTUDO / ENSAIO
Cadigo Relatério
Categoria do Produte Servigos da Amostra Nome Oficial Emissao Empresa \dioma Valor (BRL)
Locao FPS SECO ISO 24444 E IMERSADQ COLIPA 21 054801-01 A DEFINIR INDIVIDUAL PORTUGUES 5.335,00
35180 MIN 10 PARTICIPANTES
LOCAO UVA IN VITRO I1SO 24443 05480101 A DEFINIR. INDIVIDUAL PORTUGUES 900,00
LOCAO FPS SECO ISO 24444 E IMERSAO COLIPA 21 05480102 A DEFINIR INDIVIDUAL PORTUGUES 5.335,00
35180 MIN 10 PARTICIPANTES
LOCAO UVA IN VITRO IS0 24443 054801-02 A DEFINIR. INDIVIDUAL PORTUGUES 900,00
Total do Cuslo: 12.470,00
Observagdes:
Relatdrio em PDF com formula + Impresso
Formulagao 1 = Logao foloprotetora FPS 30 UVAJUVE resistente ao suor 180 min
Formulagao 2 = Log&o fotoprotetora FPS 30 UVA/UVE resistente ao suor 180 min

FORMA DE PAGAMENTO: 30 DIAS
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