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RESUMO

FELIPPIM, E.C. Desenvolvimento e eficacia clinica de formula¢des fotoprotetoras com
antioxidantes naturais nanoencapsulados. 2019. 183 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2019.

O desenvolvimento de fotoprotetores visa a prote¢do contra os danos na pele decorrentes da
radiagdo solar, comprovado que ¢ um dos fatores que contribui para o desequilibrio da
homeostasia celular, principalmente relacionados a alteragdes pigmentares, queimaduras
solares e ao dano oxidativo responsdveis pelo fotoenvelhecimento, estudos recentes
comprovam os beneficios do uso de matérias-primas de origem vegetal para protecao contra os
danos da radiagdo ultravioleta (UV). Neste contexto, o desenvolvimento de formulagdes
multifuncionais como os fotoprotetores acrescidos de antioxidantes, podem ampliar o espectro
de protegdo da radiagdo solar, incluindo ndo s6 a protecdo UV mas também do visivel (VIS) e
infravermelho (IV), prevenindo alteragdes provenientes do estresse oxidativo. Dentre os
antioxidantes, a quercetina se destaca por ser um flavonoide que apresenta propriedades anti-
inflamatoria e pode proteger contra os danos induzidos pela radiacdo UV. No entanto, a adigdo
de antioxidantes em formula¢des de uso topico ainda ¢ um desafio, devido a instabilidade e
solubilidade nas formulagdes. Dessa forma, o encapsulamento da quercetina em nanoparticulas
¢ uma alternativa inovadora que tem sido utilizada para superar os desafios da administragao
topica de antioxidantes, pode favorecer aspectos relacionados a estabilidade fisica, quimica e
propriedades sensoriais. Assim, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar a
eficicia clinica de formulagdes fotoprotetoras contendo o antioxidante quercetina
nanoencapsulado no aumento da prote¢do solar. Para tal, foram desenvolvidas formulagdes
fotoprotetoras contendo ou ndo quercetina nanoencapsulandos; as quais foram avaliadas em
relacdo as propriedades fisico-mecanicas, sensoriais e fator de prote¢do solar (FPS) in vivo.
Além disso, foi realizado um estudo de eficacia clinica com as formulagoes estaveis contendo
ou ndo CLNs com antioxidantes. O estudo clinico foi realizado em participantes do sexo
feminino, 20-35 anos, fototipos II e I11, com habitos de fotoprotecao e apos 60 dias de aplicagao.
Foram feitas medidas do contetido aquoso do estrato corneo, perda de dgua transepidérmica,
ecogenicidade, microrrelevo, viscoelasticidade e eritema da pele. Os resultados obtidos
mostraram que a formulacdo desenvolvida foi estavel e apresentou um comportamento
reologico pseudopléstico. Além disso, a correlacdo do comportamento reoldgico, perfil de
textura e propriedades sensoriais possibilitou a escolha correta das matérias-primas e,
consequentemente, melhora do FPS sem aumentar a quantidade de filtros UV. Os resultados
obtidos no estudo clinico mostraram que a presenca de CLNs contendo ou ndo quercetina
aumenta a eficacia da mesma. Por fim, o uso de CLNs para administragao de quercetina na pele
auxiliou no aumento do FPS quando adicionadas a uma formulacdo fotoprotetora convencional,
além de atuar no aumento da hidratacao e prote¢do da barreira cutanea.

Palavras chaves: Eficacia Clinica; Filtro Solar; Carreadores Lipidicos Nanoestruturados;
Quercetina, FPS.
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ABSTRACT

FELIPPIM, E.C. Development and clinical efficacy of photoprotective formulations with
natural antioxidants nanoencapsulated. 2019. 183 f. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

The development of photoprotectors aims to protect against skin damage caused by solar
radiation, proven to be one of the factors that can contribute to the imbalance of cellular
homeostasis, mainly related to pigmentation, sunburn and oxidative damage responsible for
photoaging, recent studies prove the benefits of using plant-based raw materials to protect the
skin against damage from ultraviolet (UV) radiation. In this context, the development of
multifunctional formulations such as antioxidant-enhanced photoprotectors can provide greater
protection, including not only UV but also visible (VIS) and infrared (IR) protection, preventing
changes from oxidative stress. Among antioxidants, quercetin stands out for being a flavonoid
that has antioxidant, anti-inflammatory properties and protection against damage induced by
UV radiation. However, the addition of antioxidants in topical formulations still a challenge
due the instability and solubility in formulations. Thus, encapsulation of quercetin in
nanoparticles is an innovative alternative that has been used to overcome challenges of topical
administration of antioxidants, as well as favoring aspects related to physical-chemical stability
and sensory properties. In this context, the aim of the present study was to develop and evaluate
the clinical efficacy of photoprotective formulations containing nanoencapsulated quercetin, to
increase sun protection. Photoprotective formulations were developed with or without
Nanostructured Lipid Carriers (NLCs) quercetin; which were evaluated physical-mechanical
parameters, sensory properties and sun protection factor (SPF) in vivo. Subsequently, clinical
efficacy was performed with stable formulations containing or not NLCs with quercetin. The
clinical study was conducted with female participants, 20-35 years old, phototypes II and III,
with photoprotection habits and after 60 days of application. Measurements were made of
stratum corneum water content, transepidermal water loss, skin echogenicity, microrelief,
viscoelasticity and erythema of the skin. The results showed that the developed formulation
was stable and presented a pseudoplastic rheological behavior. Moreover, the correlation of
rheological behavior, texture profile and sensory properties allowed the correct choice of raw
materials and, consequently, improved SPF without increasing the amount of UV filters.
Furthermore, the results obtained in the clinical study showed that the presence of NLCs
containing or not quercetin increases its efficacy. Finally, the use of NLCs for the administration
of quercetin to the skin helped increase SPF when added to a conventional photoprotective
formulation, as well as increasing hydration and protection of the skin barrier.

Keywords: Clinical Efficacy, Sunscreen; Nanoestruture lipid carriers; Quercetin, SPF.
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1. INTRODUCAO
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Os danos causados pela radiagdo solar ao longo dos anos podem acumular e causar
efeitos irreversiveis, sendo necessario o uso de fotoprotetores. Esses efeitos t€ém sido
associados a radiagdo ultravioleta (UV), especificamente UVA e UVB. A maior parte dos
produtos disponiveis no mercado absorve a radiac¢ao solar no espectro UVB (290-320nm),
relacionados com danos nas primeiras camadas da pele; e a radiagdo UV A (320- 400nm)
com danos nas camadas mais profundas da pele, a derme por exemplo.

Entretanto, a incidéncia de radia¢do solar no Brasil ¢ elevada ao longo do ano
todo, sendo possivel identificar sinais precoces do fotoenvelhecimento na populagdo.
Além disso, a exposicdo a radiacdo ultravioleta altera uma variedade de eventos de
sinalizagdo celular, causando modificagdes na estruturas celulares como acidos nucléicos,
proteinas celulares e lipideos e reagdes inflamatérias responsaveis pelo
fotoenvelhecimento, resultando em rugas, alteragdes no padrao de pigmentacao da pele
e, com a exposicao excessiva, podem desencadear o cancer de pele (BALOGH et al, 2011;
CORREA, 2015).

Neste contexto, hd uma intensa busca de medidas com intuito de prevenir, retardar
e amenizar as consequéncias da exposicao solar, oferecendo diversos beneficios para pele
em um unico produto. Assim, a area de pesquisa e desenvolvimento de cosméticos busca
o desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras seguras, estaveis e eficazes com alta
capacidade de protecdo, havendo a necessidade de conhecer as matérias primas que
compde a formulagdo e como elas interagem. Além disso, estudos tem demonstrado que
a incorporacdo de antioxidante as formulagdes fotoprotetoras pode fornecer maior
protecdo, devido a neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) produzidas
pela radiagdo solar. Portanto, a associagdo de filtro solares e antioxidantes pode ser eficaz
para potencializar o efeito fotoprotetor (SOUZA & CAMPOS, 2017).

A quercetina (3,3°,4°,5,7-pentahidroxiflavona), ¢ um flavonoide encontrado em
maior quantidade em vegetais e frutas, apresenta propriedades antiapoptdtica, anti-
inflamatorio, antibacteriano e antioxidante, responsavel principalmente a sua capacidade
em eliminar radicais livres, inibi¢do da peroxidagdo lipidica e quelacdo de ions metalicos
(MAITI et al., 2005; VICENTINI et al., 2010). Desta maneira, a quercetina possui
potencial para ser empregado em formula¢des com finalidades fotoprotetoras, agindo
principalmente nos danos causados na pele pela exposi¢ao a radiacdo UV. Apesar dessas
atividades promissoras, a quercetina apresenta baixa solubilidade em 4gua e incapacidade
de penetrar na pele, além de apresentar fotossensibilidade, uma vez que a quercetina pode

ser degradada pela radiagdo UV e formar produtos que podem exibir efeitos pro-



apoptoticos (CASAGRANDE et al., 2006; VICENTINI et al., 2011; HATAHET et al,
2016). Assim, algumas estratégicas tém sido desenvolvidas, como por exemplo o
encapsulamento da quercetina em carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN).

A nanotecnologia tem sido apontada como promessa na area cosmética, tendo em
vista alcangar maior eficacia das substancias ativas, além de oferecer caracteristicas
sensoriais diferenciados ao produto. O potencial dos CLNs para aplicagdo topica tem sido
demonstrado em varios estudos. Devido a natureza lipidica, tamanho reduzido das
particulas e elasticidade, o carreador protege a quercetina da degradagdo decorrente da
exposicao a luz e dos demais componentes da formulagdo, auxiliando na estabilidade do
produto e na liberacdo gradual da quercetina evitando possiveis irritacdes locais que
poderiam ocorrer no caso de formulagdes convencionais (VITORINO et al., 2013;
HATAHET et al, 2016). Sendo assim, além da possibilidade de aumentar a permeagdo na
pele da quercetina, possibilitando sua aplicagdo topica, o encapsulamento da quercetina
em carreadores lipidicos nanoestruturados também ¢ uma maneira de aumentar sua
estabilidade quimica e sua fotoestabilidade (VITORINO et al., 2013).

O desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras envolve a combinagao de dois
ou mais filtros solares para a obten¢do de formulagdes com alto fator de protecdo solar
(FPS), envolvendo a escolha criteriosa das matérias-primas a fim de alcangas produtos
estaveis e com propriedades sensoriais adequadas as finalidades propostas. Diante disso,
o estudo das propriedades fisico-mecanicas das formula¢des em desenvolvimento ¢é
fundamental para a para selecdo das matérias-primas, bem como correlacionar com as
caracteristicas sensoriais, permitindo desenvolver formula¢des com sensorial
diferenciado, permitindo a continuidade no tratamento cosmético e boa espalhabilidade
na pele (SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016). Para isso, a andlise do perfil de textura
utilizando o equipamento texturometro TA. XT plus ¢ fundamental para avaliagdo da
consisténcia e espalhabilidade das formulagdes, permitindo assim analisar a influencia
dos componentes nas propriedades mecanicas das formulagdes (SHIRATA & MAIA
CAMPOS, 2016; CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017). Além disso, a analise reoldgica,
que vem sendo muito utilizada nas industrias cosmética e farmacéutica, garante que a
consisténcia e o espalhamento dos produtos podem ser reproduzidos de lote para lote,
assegurando a qualidade tecnologica do produto acabado (BRUMMER, 2006; CALIXTO
et al, 2018a).

Além disso, ¢ de fundamental importancia a realizagdo de estudos clinicos de

eficacia para a comprovacgao da eficacia clinica das formulagdes propostas (SHIRATA &



MAIA CAMPOS, 2016). Assim, as técnicas de biofisica e de analise de imagem sdo
técnicas ndo invasivas que permitem avaliar as caracteristicas da pele e a eficéacia clinica
de produtos cosméticos nas reais condi¢des de uso. Para a avaliagdo de eficicia varios
parametros sdo avaliados, tais como o contetido aquoso do estrato corneo, a perda de dgua
transepidérmica, o microrrelevo e as propriedades mecanicas da pele, a ecogenicidade da
derme e as caracteristicas morfoldgicas e estruturais da epiderme.

Apesar do amplo conhecimento sobre o potencial uso dos nanocarreadoes e as
propriedades antioxidantes da quercetina, existem poucos estudos clinicos que avaliem a
eficacia clinica contendo esses ingredientes combinados. Assim, a proposta do presente
trabalho, o desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras contendo quercetina
nanoencapsuladas em Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs), apresenta como
contribuicdo a clucidagdo das caracteristicas fisico-mecanicas das formulagdes ¢ a
avaliacdo da eficacia das mesmas por técnicas de biofisica e analise de imagem da pele

visando o desenvolvimento de produtos mais estaveis, eficazes e compativeis com a pele.



2. REVISAO DA LITERATURA




2.1 RADIACAO SOLARE A PELE

A pele sofre com o processo de envelhecimento intrinseco relacionado ao
processo cronoldgico e, por estar exposta ao ambiente, € suscetivel a diversas agressdes
do ambiente, como polui¢do, tabagismo e exposic¢ao ao sol, que levam ao envelhecimento
extrinseco. Neste contexto, os danos causados pelo Sol ao longo dos anos podem
acumular e causar danos ao DNA, sendo necessario o uso de fotoprotetores.

O espectro solar terrestre compreende em trés faixas em relagdo ao comprimento
de onda: a radiagdo ultravioleta (UV) (100 - 400 nm) detectada através das reacgodes
fotoquimicas, radiagdo visivel (VIS) (400 - 780 nm) com as diferentes cores do sistema
optico e a radiagdo infravermelha (IV) (>780 nm) percebida sob a forma de calor. A
energia da radiacdo solar aumenta com a diminui¢do do comprimento de onda (1),
portanto, a radiacdo UV ¢é a mais energética e de maior propensdo a indugdo de reagdes
fotoquimicas. O espectro da p radiagdo UV se apresenta subdividido, por conveniéncia
didatica, em: UVC (100 - 290 nm), UVB (290 - 320 nm) e UVA (320 - 400 nm)
(BALOGH et al, 2011).

No entanto, o Ozonio (O3) ¢é capaz e realizar a fotoabsor¢ao de 100% da radiagao
UVC, 90% da radiagdo UVB, mas praticamente ndo absorve a radiacdo UVA dirigida a
superficie da Terra. A formagdo das moléculas de ozonio ocorre pela combinagao de uma
molécula de O2 com um 4atomo de oxigénio (STIEFEL & SCHWACK, 2015). Estes
ultimos provem da foto dissociacdo de O, isto €, da quebra de uma molécula de O2 por
um atomo de radiagdo UVC com comprimento menor que 242nm. Porém, nos ultimos
anos, o nivel de ozonio na atmosfera tem diminuido anualmente, em consequéncia
principalmente do uso de substancias quimicas responsaveis pela deplecdo da camada de
ozoOnio, alterando o balaco natural de ozénio provocando aumento na quantidade de
radiagdo UV que atinge a Terra. (OKUNO, & VILELA, 2005; BALOGH et al, 2011).

A incidéncia da radiacdo solar na superficie da terra depende de fatores temporais,
geograficos e meteorologicos. Os principais sdo: hora do dia, estacdo do ano, latitude e
altitude. Em geral, a radia¢do solar apresenta maior intensidade préoxima ao Equador,
sendo que a cada grau de latitude em dire¢do ao Equador acrescentam-se mais 3% de
incidéncia da radiagdo solar, e a cada 1 km de aumento na altitude somam-se 6% na sua
incidéncia. No verdo a radiagdo solar apresenta maior intensidade sendo que a maior
quantidade de energia solar alcanca a Terra entre 11 horas e 16 horas, e especificamente

a radiacdo UVB entre 10 e 14 horas. O indice UV ¢ uma ferramenta importante para



conscientizar a populagdo sobre os riscos da exposi¢ao excessiva a radiacdo UV e alertar
sobre a necessidade de adotar medidas de protecdo (Figura 1) (SOUZA, 2016; WHO,
2019).

A maior parte do territorio brasileiro encontra-se entre o tropico de capricérnio e
a linha do equador, com eixo do planeta de aproximadamente de 23° em relacdo ao Sol,
0 que caracteriza o Brasil como uma regido que recebe um dos maiores indices de
radiagdo solar ao longo de todo ano. Essa condig¢do eleva o risco do envelhecimento
precoce e o desenvolvimento de diversas doencas de pele, como tumores malignos e
benignos de pele. Segundo a Sociedade Brasileira de Dermatologia, o cancer de pele ndo
melanoma (ndo maligno), causado pelo sol, responde por 33% de todos os diagnosticos
de cancer no Brasil (SBD, 2019). Em 2018, foram registrados 6.260 novos casos de
melanoma (maligno), sendo 2.920 homens e 3.340 mulheres. No Brasil, o0 melanoma e
entre outras neoplasias malignas de pele foram responsaveis pela morte de 1.958 pessoas

em 2015, sendo 1.137 homens e 821 mulheres (INCA, 2019).

Figura 1. Indice UV do Brasil ao meio-dia durante solsticio de inverno e de verdo, para

condigdes de céu claro (sem nuvens) (Adaptado de CORREA, 2015)
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Por ser o maior 6rgao do corpo humano, a pele tem papel fundamental na protecao
do organismo contra microrganismos patdgenos, a radia¢ao solar, polui¢do, além de atuar
na manutencdo do equilibrio térmico, homeostitico e producdo de vitamina D do
organismo (BERKEY et al, 2017). E constituida de trés camadas: uma porgdo de origem

ectodérmica, a epiderme, e outra mesodérmica, a dérmica. Abaixo da derme esta



localizado também o tecido subcutaneo, sendo que este nao faz parte da pele propriamente
dita, mas serve como suporte € une a pele aos 6rgaos subjacentes (MERCURIO & MATA
CAMPOS, 2009).

A epiderme ¢ um epitélio estratificado, pavimentoso, avascular e queratinizado,
que passam por um processo vertical de diferenciagdo, sendo a camada mais externa da
pele responsavel pela produgdo de um estrato coérneo protetor que permite o contato com
o ambiente externo. De acordo com a morfologia dos queratindcitos e seu arranjo em
relacdo aos tipos celulares, as camadas da epiderme sdo definidas como: basal ou
germinativa, espinhosa, granulosa, licida (presente apenas em peles espessas, como a
sola dos pés e maos) e cornea. Na epiderme, também se encontra os melanocitos,
responsaveis pela sintese da melanina, células de Langerhans (defesa imunoldgica) e as
células de Merkel, receptoras do tato, ligadas as terminagdes nervosas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013)

Figura 2. Estrutura esquematica da pele (adaptado de JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013)
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A derme ¢ formada por tecido conjuntivo denso e matriz extracelular localizado
entre a epiderme e o tecido subcutaneo subjacente, apresenta uma superficie externa
irregular formado por fibroblastos, responsaveis pela produgdo das proteinas da matriz
extracelular (como coldgeno, elastina e proteoglicanas estruturais), e pelas células do
sistema imunologico, tais como mastocitos e macréfagos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,

2013). Nesta camada estdo presentes as raizes dos pelos, as glandulas, terminagdes



nervosas, arteriolas e vénulas. E subdividida em derme papilar, uma camada delgada que
nutre e suporta a epiderme constituida por tecido conjuntivo frouxo e, a derme reticular,
constituida por tecido conjuntivo denso com vasos sanguineos de maior calibre,
caracterizada por fibras de elastina mais espessa e coldgeno importantes para a
flexibilidade e distensao da pele (MENON & KLIGMAN, 2009).

Neste contesto, com a variedade de estruturas, funcdes e tecidos, é essencial a
manuten¢do de uma pele saudavel, permitindo uma prote¢do adequada com o meio
externo. A populagdo ¢ diretamente exposta a radiacao ultravioleta (UV), principalmente
quando ndo protegida por vestimentas e fotoprotetores. Ao atingir a pele desprotegida, a
radiagdo solar pode ser refletida, espalhada ou absorvida por diversos cromo6foros na pele,
tais como o DNA, RNA, porfirinas, dcido urocanico, aminodcidos aromaticos como a
tirosina e o triptofano. A absor¢do da radiagdo promove reagdes fotoquimicas
responsaveis pelas alteragdes cutineas relacionadas ao envelhecimento precoce. Com
passar dos anos, sucessivas exposic¢des a radiacdo UV diminuem a eficiéncia do sistema
antioxidante endogeno, o que culmina na formagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), podendo ser agudas ou cronicas (VICENTINI et al., 2010; BALOGH et al.,
2011; ROMANHOLE et al., 2016).

A radiagdo UVA corresponde a 80% da radiagdo ultravioleta, apresenta maior
comprimento de onda e uma baixa quantidade energética (320 a 400 nm), o que faz com
que seja capaz de penetrar em camadas mais profundas na jun¢do dérmo-epidérmica
(JDE), prejudicando o coladgeno e o tecido elastico (BURKE, 2018). Atua diretamente na
geracdo de radiais livres que irdo posteriormente ser responsaveis pela peroxidagdo
lipidica, diminui¢do da produgdo de acido hialurénico (HA) e aumento da expressao de
metaloproteinases de matriz (MMPs), responsdveis pelos sinais clinicos do
fotoenvelhecimento, como as rugas, flacidez, pigmentacao e pelo efeito de bronzeamento
imediato e persistente na superficie da pele devido ao escurecimento da melanina e dano
oxidativo da leucomelanina. (RINNERTHALER, et al, 2015; SOUZA, 2016; FOSSA
SHIRATA et al, 2019).

A radiacdo UVA ainda ¢ classificada na literatura em dois comprimentos de onda:
UVA-I (315-340 nm) apresenta maior capacidade de penetracdo, com alto potencial para
causar danos na estrutura do DNA; e UVA-II (340-400nm), que assemelha-se a radiagdo
UVB por sua capacidade eritematogénica, ou seja, o potencial de causar queimadura na
pele, bem como afetar o sistema imunologico (OKUNO; VILELA, 2005; SCHALKA et
al., 2014; WANG et al., 2010).



Embora apenas 5 a 10% dos raios atingem a superficie terrestre, a radiagdo UVB
apresenta um comprimento de onda menor e uma quantidade de energia maior que a
radiagdo UVA (280 a 320nm) penetrando principalmente até as camadas mais superficiais
da epiderme. Ao contrario da radiagdo UVA que permanece com intensidade bastante
consistente ao longo do dia, a radiagdo UVB apresenta intensidade maxima entre 10 e 16
horas. E responsavel pelos danos agudos como eritema (queimadura solar) e edema
devido a liberacdo de mediadores inflamatorios dos queratindcitos; e cronicos da pele,
tais como pigmentagdo tardia, queimaduras, cancer de pele e o fotoenvelhecimento
(EMRI et al., 2018; BURKE, 2018).

Os danos gerados pela exposi¢do a radiacdo solar sdo determinados pelos
diferentes fototipos cutaneos, classificados quanto a energia minima e o tempo necessario
para o surgimento do eritema (STIEFEL &. SCHWACK, 2015). A melanina ¢
responsavel pela coloracdo da pele, que pode se apresentar com diferentes tonalidades. A
produgdo de pigmentagdo na pele ¢ controlada por uma serie de fatores tanto internos
como externos, incluindo a exposi¢cdo solar. A producdo aumentada de melanina em
resposta a estimulagdo ¢ uma reacdo defensiva da pele contra as agressdes solares. Apos
irradiagdo os melanossomas se reagrupam em tornam do nucleo para proteger o material
genético da célula (BURKE, 2018).

Em 1983 Fitzpatrick e Mosher classificaram os tipos de pele em categorias de [ a
VI, que vao desde o tipo de pele extremamente sensivel ao sol, até tipos de pele que
apresentam grande tolerancia a radiag@o solar (FITZPATRICK, 1983) (Tabela 1). Esta
classificagdo também tem se tornado util em indicar o risco de cancer de pele
fotoinduzido. Para completar a classificacao, também sdo levadas em conta caracteristicas
como a cor de cabelo e dos olhos, permitindo a subdivisdo da populagdo nos diferentes
fototipos (SOUZA, 2016).

Desta forma, as reagdes fotoquimicas apresentam efeitos importantes sobre a pele
humana, envolvendo danos no DNA, geragdo de espécies reativas de oxigénio (oxigénio
singleto, superoxido, radicais peroxila, radicais hidroxila e peroxinitrito), melanogenese,
apoptose, deplecdo de células de Langerhans, inducdo da sintese de metaloproteinases
que causam degradagdo de colageno resultando em rugas, e causam disfungdo de
melanocitos originando alteragdes no padrao de pigmentacdo da pele podem ser benignas,
pré malignas ou malignas. A principal causa do envelhecimento extrinseco ¢ a exposi¢ao
aos raios ultravioletas (UV) e sabe-se que até 80-90% do envelhecimento da pele ¢ devido

aos efeitos deletérios da luz solar (BALOGH, 2011; CHOMICZEWSKA-SKORA et al,
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2013; FOSSA SHIRATA et al, 2019). O unico beneficio amplamente estabelecido da
radiagdo UV na pele ¢ a sintese de vitamina D, iniciada pela conversdao induzida pelos
raios UVB do 7-dehidrocolesterol na epiderme em pré vitamina D3 durante um periodo
de 12 a 24 horas. (DUPONT et al., 2013; STIEFEL &. SCHWACK, 2015).

Tabela 1 — Fototipos cutineos (FITZPATRICK, 1993)

Fototipos Descricio Sensibilidade ao Sol

I - Branca Queima com facilidade, Muito sensivel
nunca bronzeia

II - Branca Queima com facilidade, bronzeia muito pouco Sensivel

III - Morena Clara  Queima moderadamente, bronzeia moderadamente Normal

IV. - Morena Queima pouco, Normal

Moderada bronzeia com facilidade

V — Morena Escura Queima raramente, Pouco sensivel

Bronzeia bastante

VI - Negra Nunca queima, Insensivel
totalmente pigmentada

O fotoenvelhecimento ¢ o termo usado para descrever alteracdes clinicas,
histologicas e funcionais na pele cronicamente exposta ao sol de adultos de meia idade e
idosos. A impoténcia do fotoenvelhecimento reside no seu impacto no desenvolvimento
de novos cosméticos e, consequentemente, na influéncia psicossocial em uma grande
porcentagem dos adultos. Com o envelhecimento da populagdo, a manutengdo da
aparéncia jovem ¢ altamente desejada. Em 2020, o mercado global de produtos
antienvelhecimento deve chegar a U$ 275 bilhdes com os Estados unidos respondendo
como o maior mercado. Os sinais clinicos do fotoenvelhecimento sdo associados a fungao
de barreira defeituosa, atrofia do colageno, perda da elasticidade da pele, especialmente
no rosto, rugas e lentigos, além de alteragdes na vasculatura como talangectasias e
hematomas. No entanto, sabe-se que a profundidade e a gravidade das alteracdes do
envelhecimento variam com o fototipo da pele (POON et al., 2015; CHIEN et al, 2018).

Diante dos efeitos prejudiciais a pele e a excessiva exposi¢ao a RUV, as medidas
de prevencao recomendadas incluem evitar a exposi¢ao ao sol, utilizar roupas e acessorios
adequados, tais como chapéus, camisas de mangas compridas e 6culos de sol e,
principalmente, utilizar protetores solares de amplo espectro com reaplicacdo (WHO,
2019). Assim, o uso e o desenvolvimento de novos produtos, eficientes e seguros, para
prevencao dos danos do sol ¢ fundamental para diminuir e prevenir os efeitos danosos da

radiagdo UV sobre o material genético (BALOGH et al, 2011).
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2.2 FOTOPROTECAO

A Agencia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA), define que protetores
solares constituem a primeira linha de preven¢ao e protecao d frente aos efeitos danosos
da radiagdo ultravioleta, sendo fator chave na prevencdo de queimaduras solares,
fotoenvelhecimento e o cancer de pele. Sdo produtos de uso externo destinada a entrar
em contato com a pele e labios, capazes de refletir e dispersar a radiagdo UV, absorver
comprimentos de onda, contém mecanismos estabilizadores e interceptam os radicais
livres limitando o dano fotoquimico (GONZALEZ et al, 2008). Classificados como
produtos Grau 2, sua eficacia deve ser comprovada através de testes in vivo e in vitro do
FPS e FP-UVA aplicando estritamente os guias atualizados disponibilizados pela FDA
(Food and Drug Administration) COLIPA (European Cosmetic, Toiletry and Perfumery
Association) antes da sua comercializagao (BRASIL, 2012b).

Apesar de ser um tema extremamente atual, as pessoas buscavam a prote¢ao do
sol principalmente para evitar a dor causada pela queimadura solar ou simplesmente
porque a pele mais escura estava associada a menor posi¢ao social, sendo as primeiras
referéncias relacionadas a patologias cutineas e radiagcdes UV datam de 1894. O filtro
solar fisico, composto de argilas inorganicas e pos minerais, ja era usado pelos egipcios
para essa finalidade, enquanto os gregos antigos aplicavam uma mistura protetora de 6leo
e areia (DUPONT et al., 2013). Ja os primeiros produtos para protecdo solar datam de
1928, composto de uma combinagdo de salicilato de benzila e cinamato de benzila. Na
segunda guerra mundial, soldados alocados em climas tropicais, com a finalidade de
evitar queimaduras solares, utilizavam petrolato veterinario vermelho, PABA (4cido 4-
aminobenzoico) e 4cidos paradimetilaminobenzoicos (GONZALEZ et al, 2008). Neste
periodo, varios trabalhos descrevem patologias da pele induzidas por radiagdo solar e
incluem degeneracdes cutaneas, fotossensibilizacdo e fototoxicidades. Mas apenas em
1963 ¢ que de fato falou pela primeira vez em fator de protegao solar (FPS), surgindo no
final da década de 1970 FPS 20 (STIEFEL & SCHWACK, 2015). Na virada do século
XXI finalmente atingiu-se uma boa prote¢do contra os raios UVA e UVB e novas
evidencias relatavam que o envelhecimento da pele era o resultado de fatores intrinsecos
e extrinsecos. Por tanto, decorrem mais de 100 anos entre a primeira alusdo de lesdes pré-
cancerosas de pele e a confirmagdo do efeito protetor dos filtros solares (SCHALKA &

REIS, 2011; DUPONT et al., 2013; CORREA, 2015).
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Estudos evidenciam que o uso adequado e regular de fotoprotetores reduz o
nimero de casos de queratose actnica, carcinoma de células escamosas e atenua o
desenvolvimento de novos nevos. Adicionalmente, o uso regular de fotoprotetores evita
o envelhecimento precoce da pele (BALOGH et al, 2011). Para uma boa protegdo contra
os raios UV, o protetor deve ser fotoestavel, deve possibilitar a dissipagcdo da energia
absorvida de modo eficiente por vias fotofisicas e fotoquimicas evitando a formacao de
oxigénio singleto, EROs e outros intermediarios reativos; ndo deve penetrar na pele pois
pode causar reagdes cutdneas como dermatites, reacdes fototdxicas ndo imunoldgicas,
alergias e reacdes fotoalérgicas; deve ser capaz de bloquear os raios UVA e UVB (POON
et al., 2015; STIEFEL & SCHWACK, 2015).

A regulamentacdo dos produtos de protecdo solar difere de pais para pais, nao
existe uma defini¢do geral obrigatoria para protetores solares em todo mundo, mas muitos
paises usam a regulamentagdo Europeia de cosméticos nimero 1223/2009. Em alguns
paises, como a Unido Europeia, China, India, Africa do Sul, Japdo, paises do sudeste
asidtico e do Mercosul, os filtros solares sdo regulamentados como cosméticos. Em
contraste, nos EUA, Australia e na Nova Zelandia, os filtros s3o regulamentados como
drogas (STIEFEL & SCHWACK, 2015).

Como a protecao natural da pele se torna ineficaz apds um curto periodo de tempo
(dependendo do tipo de pele, entre 10 a 40 minutos), ¢ necessario considerar diferentes
aspectos do filtro solar para uma maior adesdo do consumidor, como a avaliacdo do
desempenho, em especial do FPS e UVA, o custo, otimizagdo do produto (testes de
eficacia, avaliacdes sensoriais, estabilidade fisica e quimica e seguranga) e a formulagao
do veiculo que, muitas vezes, ¢ determine para eficicia do protetor solar. Normalmente,
os filtros solares contém uma combinacdo de filtros organicos e inorganicos,
classificados, respectivamente, como filtros UV quimicos e fisicos, que garantem uma
protecdo eficaz em toda a faixa UVA e UVB.

Os filtros inorgéanicos sdo representados pelo didxido de titanio (TiO2) e o 6xido
de zinco (ZnO), utilizados h4 mais de 40 anos na protecdo solar e sdo apresentados na
forma de particulas ultrafinas ou micronizadas. A combinacdo de absor¢do e
espalhamento leva a uma cobertura de “amplo espectro” (UVA e UVB) para filtros
solares inorganicos (DRANSFIELD, 2000; STIEFEL & SCHWACK, 2015). Suas
principais qualidades sdo a baixa permeacdo cutinea e a elevada fotoestabilidade, alto
poder de cobertura, dispersdo eficaz para a luz ultravioleta e sdo amplamente utilizados

em formulag¢des cosméticos, como maquiagens (SCHALKA & REIS, 2011).
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O didxido de titanio € o filtro inorganico mais utilizado em formulagdes para
prote¢do, pois € um pigmento branco que ndo provoca fotosensibilizagdo, porém forma
uma pelicula branca na pele, pouco estética e indesejavel pelo consumidor (CORREA,
2015). A fim de melhorar prote¢do UV, além de evitar o aspecto esbranquigado, desde a
década de 90 vem sendo utilizado matérias-primas em escala manométrica (na faixa de
70 a 200 nm), reduzindo o efeito esbranquicado e com propriedade fotoprotetoras
melhores (CORR]::A, 2015; STIEFEL & SCHWACK, 2015; SAKAMOTO et al, 2017).

O grupo de filtros UV organicos inclui diferentes classes de substancias, que
podem ser divididas em filtros UVA e UVB devido as suas caracteristicas especificas de
absor¢@o. A maioria dos filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados a um
grupo carbonila e a um radical nas posigdes “orto” ou “para”. A excitagdo de elétrons no
respectivo anel de benzeno leva a absorc¢ao na faixa UV em um determinado comprimento
de onda, passando para um estado excitado de maior energia. Ao retornarem ao estado
fundamental (de menor energia), emitem a energia absorvida para a atmosfera em um
maior comprimento de onda (normalmente na regido do VIS, IV ou UV alto), menos
prejudicial a pele. Ao voltar para o estado fundamental, recuperam a capacidade de
absorver a radiacdo UV repetidamente (fototoestabilidade) (BAREL et al., 2009;
SHAATH, 2010; CORREA, 2015).

Segundo a sua estrutura quimica, os filtros organicos sao classificados em: 4cido
p-aminobenzoico e derivados, derivados do 4cido cindmico, salicilatos, benzofenonas,
derivados da canfora, derivados do dibenzoilmetano e antranilatos (CORREA, 2015).
Atualmente, existem no mercado de filtros solares que visam a protecdo com amplo
espectro (UVA/UVB), além de uma elevada fotoestabilidade, cujo elevado peso
molecular promove uma reduzida penetragdo na pele. (STIEFEL & SCHWACK, 2015).
Como exemplos, podemos citar o Tinosorb® (S e M), e o Uvinul® (T150 e A Plus). Desta
forma, a industria de cosméticos tem a disposi¢do diversos filtros solares organicos, os
quais representam a maior parte das moléculas utilizadas em protetores solares (SOUZA
& CAMPOS, 2017).

Porém, para garantir a eficicia do protetor solar é preciso que haja uma
conformidade com relagdo a quantidade do produto que deve ser aplicada na pele, a
uniformidade e a frequéncia de aplicagdo. O filtro deve ser aplicado na quantidade de 2,0
mg/cm? e reaplicados a cada 2 horas. No entanto, estudos tém demonstrado que a

populagdo aplica, em média, apenas um quarto (1/4) desta dose e, neste caso, a protecao
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atingida pelos usuarios ¢ menor do que a apresentada no rétulo do produto (SCHALKA
& REIS, 2011; SCHALKA et al., 2014; CORREA, 2015).

De acordo com a ANVISA, a eficacia de um fotoprotetor pode ser definida como
a capacidade de proteger a pele contra a queimadura causada pela radiacdo UV. O FPS
pode ser definido como o quociente entre a dose eritematogena minima (DEM) na pele
protegida com o fotoprotetor em andalise e a DEM na pele ausente de protecdo. O DEM ¢
a quantidade de energia efetiva, expressa em Joules/cm?, requerida para a produgdo da
primeira reagdo eritematogena perceptivel e com bordas claramente definidas,
identificadas por profissional habilitado e treinado, observado entre 16 e 24 horas apos a
exposi¢do a radiagdo ultravioleta (BALOGH et al, 2011; ANVISA, 2012; CORREA,
2015). Com relagdo a metodologia, no Brasil ndo existe uma metodologia padronizada
para determinag¢do da prote¢do UVA, a Resolugdo da ANVISA 237 de 2002 apenas
menciona que a quantificagdo da prote¢do UVA devera ser realizada por meio de
metodologias reconhecidas e devidamente validadas (BALOGH et al, 2011).

Existem requisitos adicionais para o fotoprotetor para que se ajustem as
necessidades do consumidor, como sensacdo de uso, estabilidade e seguranca. O
fotoprotetor deve ser incorporado a um veiculo, sendo fundamental que os filtros
dissolvam ou dispersem facilmente, obtendo preparagdes que formem um filme uniforme
e homogéneo na superficie da pele, com aderéncia suficiente para resistirem a remogao
pela dgua ou transpiragdo (FLOR et al 2007). A eficiéncia de um filtro solar incorporado
em uma formulacdo ¢ influenciada principalmente pelo emulsificante e pelos
componentes graxos. Os emolientes influenciam na capacidade de espalhamento e
penetracdo de fotoprotetores no estrato corneo. Assim, quanto maior a polaridade do
emoliente, maior o poder de solubilizagdo do filtro solar, além de aumentar a absor¢ao do
filtro na regido UV, melhorando o FPS. Do mesmo modo, emolientes menos polares
podem deslocar o comprimento de onda de absorbancia maxima fora da faixa UV e
possuem pouco poder solubilizante (KHURY & BORGES, 2013; SOUZA, 2016).

Além disso, os emulsificantes sdo capazes de interferir no comportamento da
tensdo superficial durante a fase de formacao da pelicula, modificando o comportamento
reoldgico da emulsdo e na distribuicdo homogénea e completa sobre a pele, além de
controlar a resisténcia a dgua e contribuem para a compatibilidade do produto com a pele
(DAHMS, 1996) Neste sentido, a escolha adequada das matérias-primas da formulagdo

exerce um papel fundamental nas caracteristicas finais de um protetor solar.
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O mercado de cuidados com o sol constitui aproximadamente 3% do mercado
global de cuidados pessoais e, as altas exigéncias em termos de desempenho, como alto
valor de FPS, protecdo UVA e UVB, resisténcia a agua e a fotoestabilidade, em conjunto
com as altas expectativas do consumidor em relacdo as propriedades sensoriais, exigem
que os formuladores sejam inovadores e criativos no desenvolvimento de novas
formulagdes fotoprotetoras (OSTERWALDER et al., 2014). Normalmente os filtros
solares sdo materiais lipofilicos, o que requer uma grande quantidade de solventes oleosos
para formulag@o, mas a sensagdo oleosa ¢ indesejavel pelo consumidor e filtros solares
em p6 deixam uma aparéncia esbranquigada. Como resultado, os consumidores tendem
aplicar uma menor quantidade do produto, o que prejudica na prote¢do solar correta.
Dessa forma, inovagdes em termos de propriedades sensoriais ou formatos de aplicagdes
foram introduzidas ao longo da ultima década para atrair os consumidores ¢ melhorar a
performance (SAKAMOTO, et al, 2017)

Atualmente observa-se uma tendéncia em associar aos filtros solares substancias
com atividade antioxidante visando combate a inflamacao, estresse oxidativo, danos ao
DNA e supressdo da resposta imune, induzidos pela radiagdo UV. Assim o uso dos
antioxidantes em fotoprotetores pode ser uma alternativa para prevenir danos
fotoquimicos, porém existem poucos estudos in vivo que demonstrem o efeito dessa

associacao na pele humana (BALOGH et al, 2011; SOUZA & CAMPOS, 2017).
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2.3 QUERCETINA

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentragdes comparadas com a concentragdo de um substrato oxidavel, diminuem ou
previnem significativamente a oxidacdo deste substrato. A aplicacdo tdpica ou oral de
antioxidantes representa uma estratégia interessante de protecao cutdnea para manutengao
do balango redox celular, representando uma estratégia bem-sucedida ndo enzimatica
para prevenir, reparar e reduzir a gravidade dos efeitos deletérios relacionados ao estresse
oxidativo gerados pelas espécies reativas (EROs), como sequestro de metais pesados, a
interceptacdo das espécies pro-oxidantes iniciais, reparo de macromoléculas e renovagao
celular (GUARATINI et al., 2007; SOUZA & CAMPOS, 2017).

Os flavonoides (flavonas, flavonois, isoflavonas, catequinas, flavanonas e
chalconas) constituem uma importante classe de polifenois presentes nos metabolitos
secundarios de vegetais que diferem entre si pelo nimero e pela posicdo dos grupos
substituintes nos anéis e pela presenca ou nao de ligacao dupla e carbonila. (ZUANAZZI
e MONTANHA, 2003). Apresentam nucleo fundamental com 15 atomos de carbono,
formado por dois anéis aromaticos ligados entre si por uma cadeia de trés dtomos de
carbono (C2-C3-C4). Nos ultimos anos tem recebido muita atengdo devido aos varios
efeitos benéficos, responsaveis por retardar o dano oxidativo e a morte celular, eliminagao
de EROs, inibi¢do da peroxidacdo lipidica, quelagdo de ions metalicos e modulagdo da
resposta antioxidante celular (KANTER et al., 2012; EMBUSCADO, 2015; COSTA &
SANTOS, 2017).

A quercetina (3,5,7,30,40-penta-hidroxiflavona) apresenta-se como um poéd
amarelo-alaranjado com peso molecular de cerca de 302.238g/mol, representa cerca de
95% do total dos flavonoides ingeridos encontrado principalmente na forma de glicosideo
em uma ampla variedade de alimentos, como a cebola, uvas, maga, cereja, frutas citricas,
brécolis e alcaparras. (WU et. al, 2015; HAO et al., 2017). Entre os flavonoides, ¢ o mais
comum na natureza e apresenta maior atividade antioxidante, além da capacidade em
reduzir os efeitos nocivos da irradiacdo UV, atribuido a inibi¢do de enzimas chave da
sinalizacdo, como por exemplo, proteina quinase C, tirosina quinase e fosfoinositideo 3-
quinase (CASAGRANDE et al., 2006; VICENTINI et al., 2011; HATAHET et al., 2016,
PIVETTA et al, 2019).
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FIGURA 3 - Estrutura bésica da quercetina (BEHLING et al, 2004)

OH
OH

HO o)

OH
OH O

As propriedades bioldgicas dos flavonoides estdo estritamente relacionadas a sua
estrutura quimica. Os flavonoides podem ser subdivididos em diferentes subgrupos,
dependendo do carbono do anel C no qual o anel B esta ligado e do grau de insaturagdo e
oxidagdo do anel C (Figura 3). A quercetina apresenta dois anéis benzénicos (A e B)
ligados a um anel (C) e cinco grupos hidroxilas. No anel B, encontra-se o grupo catecol
o qual proporciona a formagao de radicais fenoxil mais estaveis apds a doagdo do atomo
de hidrogénio; a dupla ligagdo entre os C2 — C3 em conjugagdo com o grupo 4-carbonil
presente no anel C, que permite o deslocamento de um elétron do radical fenoxil no anel
B para o anel C; e além da presenca do grupo 3-OH em combinacdo com a dupla ligagdo
entre os C2 — C3, o que aumenta a estabilizagdo por ressondncia dos elétrons deslocados
sobre a molécula (BEHLING et al, 2004; VICENTINI, 2009).

A atividade pré-oxidante dos flavonoides ¢ diretamente proporcional ao nlimero
total de grupos hidroxilas. Hanasaki et al. (1994) demonstrou que mono e dihidroxi
flavonoides ndo apresentam atividade pré-oxidante detectavel, enquanto que multiplos
grupos hidroxila, especialmente presentes no anel B, aumentaram significantemente a
produgdo de radicais hidroxil, responsavel pelos efeitos citotoxicos e pro-apoptoticos dos
flavonoides. Assim, o mesmo atributo estrutural que aumenta a capacidade antioxidante
pode também exacerbar o estresse oxidativo e os danos funcional e estrutural das
moléculas celulares (BEHLING et al, 2004).

Concentrando-se nos efeitos da quercetina sobre a pele, um grande numero de
estudos indica sua aplicagdo topica para redu¢do do dano oxidativo cutaneo causado pelo
aumento da formacdo de radicais livres e outras espécies reativas induzidas pela
exposic¢ao solar, oxigénio singleto e radicais de diferentes origens (PALECO et al., 2014).
Em um estudo comparativo de trés flavonoides, catequina, quercetina e diosmetina, a

quercetina demonstrou maior atividade anti-radical em relagdo a radicais hidroxila,
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anions peroxila e anions superoxido, devido a presenca de trés grupos funcionais ativos
em sua estrutura (MOREL et al., 1993). A expressdo de metaloproteinase de matriz
(MMPs), responsavel por rugas e perda de elasticidade na pele, também foi observada
reduzida pela quercetina nos niveis de RNAm e proteina (SIM et al., 2007). Estes fatos,
juntamente com sua origem natural, tornam a quercetina um candidato para incorporacao
em formulagdes destinadas a administracao topica (BOSE et al., 2013).

A quercetina absorve radiacdo UV com absorbancia méxima UVA (Amax 365nm)
e UVC (Amax 256nm) sugerindo um mecanismo fotoprotetor pela absor¢do direta da
radiagdo UV, impedindo a forma¢do de EROs e o dano direto ao DNA. O mecanismo
envolve principalmente a capacidade dos flavonoides em eliminar os radicais livres e
espécies reativas de oxigénio, devido a presenca de grupos hidroxil fenodlicos
(FAHLMAN & KROL, 2009). Estudos anteriores a respeito das propriedades da
fotoprotecdo da quercetina e seu glicosideo, rutina (quercetina-3-O-rutinosideo),
mostraram que 10% de quercetina e rutina em cremes apresentaram valores de FPS in
vitro semelhantes ao homosalato, um agente protetor solar sintético (CHOQUENET et
al., 2008; SAEWAN & JIMTAISONG, 2013).

Apesar das amplas propriedades farmacoldgicas, a aplicagdo da quercetina ¢
limitado devido a baixa solubilidade em agua (0.17-7.7 pg/mL) (HATAHET et al., 2016).
O coeficiente de particdo ¢ 1,82 + 0,32, devido a presenga de grupos ndo-polares em sua
estrutura, o que pode dificultar sua biodisponibilidade e limita sua permeagdo na pele
(VICENTINI et al., 2008; LIN et al., 2012; BOSE et al., 2013). Assim como outros
flavonoides, a quercetina ¢ fotossensivel podendo ser degradada pela radiagdo UVA e
formar produtos que podem exibir efeitos pro-apoptoticos (MAIANI, 2012). Pivetta e
colaboradores (2019) desmontaram no teste de fototoxicidade de absor¢do de vermelho
neutro 3T3 que a quercetina apresentou valores de MPE (mean photo effect — foto efeito
médio) 0,284 ¢ 0,324 indicando ser uma substancia fototoxica (OECD, 2004). Esta é uma
desvantagem, especialmente para uso topico em fotoprotetores, uma vez que a
degradagdo induzida pela luz pode reduzir seu poder de protecdo contra os danos
fotoxidativos (SCALIA & MEZZENA, 2009).

No entanto, Pool e colaboradores (2012) avaliaram nanopaticulas poliméricas de
quercetina e catequina, demonstrando que flavonoides em nanoparticulas estao protegidas
do oxigénio molecular que pode ser produzido durante o processo de armazenamento,
apresentando-se como um novo sistema para a protecdo e entrega de uma gama de

produtos quimicos hidrofébicos (CHEN-YU et al, 2012).
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2.4 CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

A nanociéncia corresponde ao estudo dos fendmenos naturais que regem o
comportamento de atomos, moléculas e estruturas com tamanho de particula no intervalo
de 1 a 100nm, mas para propositos de administracdo de substancias ativas, as
nanoparticulas na faixa de 50 — 500nm sdo aceitaveis dependendo da via de administragado
(UCHECHTI et al, 2014). Um nandémetro € um bilionésimo de um metro e as propriedades
dos materiais neste nivel atdmico diferem significativamente das propriedades dos
mesmos materiais nas dimensdes normais. Essas propriedades novas ou alteradas podem
afetar o desempenho, a qualidade, a seguranca e/ou a eficacia e, recentemente, a atengao
tem sido voltada para sua aplicagdo farmacéutica, especialmente na area cosmética
(NAFISI & MAIBACH, 2017).

No segmento cosmético a nanotecnologia tem encontrado inimeras aplicagdes.
Nanocosmético pode ser definido como sendo uma formulagdo cosmética que veicula
substancias ativas ou demais componentes nanoestruturados e que apresenta propriedades
superiores quanto a sua performance em compara¢do com produtos convencionais.
Internacionalmente a empresa pioneira a introduzir um cosmético com base
nanotecnologica foi a L’Oréal em 1995, com o langamento de um creme constituido por
nanocapsulas de vitamina E para combater o envelhecimento da pele (FRONZA et al,
2007). No Brasil, a primeira empresa a desenvolver e colocar no mercado um
nanocosmético foi O Boticario, com o “Nano Sérum” uma formulacao
antienvelhecimento para area dos olhos contendo vitamina A, C e K e substancia para
despigmentacdo da pele (SOUZA, 2016).

As nanoparticulas sdo utilizadas como carreadores de substincias ativas em
formulagdes cosmético com o intuito de transportar compostos hidrofébicos e lipofilicos,
aumentar a penetracdo cutdnea de moléculas, minimizar os efeitos colaterais e reduzir a
toxicidade, melhorar estabilidade fisica e quimica (SOUTO & MULLER, 2007;
UCHECHI et al, 2014). Além disso, apresentam propriedades adesivas e oclusivas que
criam uma pelicula protetora promovendo o controle da perda de dgua transepidérmica
(TEWL) e permitem a manuten¢do adequada da hidratacdo. (PARDEIKE et al., 2009;
ZIELINSKA & NOWAK, 2016). Por esta razdo, podem ser utilizados com sucesso na
indastria cosmética, em cosméticos coloridos melhorando a uniformidade das
preparacdes com cor, em perfumes prolongando a liberagdo de fragrancias, e produtos

com filtros UV (NESSEEM, 2011; ZIELINSKA & NOWAK, 2016)
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Os lipidios sdo um grupo quimicamente diversificado de compostos com alta
solubilidade em solventes ndo polares e baixa solubilidade em agua e desempenham um
papel importante na formacdo de elementos estruturais basicos, como membranas
bioldgicas, vitaminas, hormdnios, cofatores enzimaticos, transportadores de elétrons,
além de fazerem parte da nossa dieta. Isso indica claramente que os lipidios sdo
biocompativeis e ndo toxicos para o nosso corpo (CARVALHO et al., 2019).

A natureza quimica dos lipidios e sua concentrac¢do influenciam na incorporagao
das substancias ativas e o tamanho das particulas. Geralmente sdo de natureza anfifilica
e o ponto de fusdo aumenta, normalmente, com o aumento do seu peso molecular
(comprimento da cadeia de hidrocarbonetos) e diminui com a insaturacdo (a presenga de
ligagdes duplas) (MULLER et al, 2000; GARCES et al., 2018). Os lipidios de
composi¢do mais complexa, como as misturas de mono, di e triacilglicerdis e misturas de
diferentes acidos graxos formam cristais com muitas imperfei¢cdes, oferecendo mais
espago para acomodar as moléculas das substancias ativas. Entretanto, triacilglicer6is
constituidos por um tipo de acido gordo originam estruturas organizadas com poucos
locais para acomodar as moléculas das substancias ativas, induzindo a sua expulsdo da
matriz lipidica sélida (ATTAMA et al, 2012). Entre os lipidios utilizados no
desenvolvimento de nanoparticulas encontram-se matérias-primas de origem natural,
como a manteiga de Illipé e o 6leo de Caléndula.

O o6leo de caléndula ¢ obtido através da extracdo das flores secas de Calendula
officinalis L., nativas da regido do Mediterraneo ¢ conhecida também por “mal-me-quer”
ou “maravilha dos jardins” (MONTANARI JUNIOR, 2000; GAZIM et al., 2008). Entre
os constituintes quimicos potencialmente ativos da caléndula sdo citadas as saponinas,
flavonoides, rutina carotenoides, mucilagens e resinas, fazendo dela uma boa fonte de
antioxidantes naturais (RODRIGUES et al., 2004).

A manteiga de illipé, ¢ uma gordura vegetal obtida a partir do carogo das sementes
das arvores Shorea stenoptera encontradas nas florestas de Bornéo no sudeste asiatico.
Sua composi¢do quimica e aplicacdo se assemelham a manteiga de cacau, como
hidratantes labiais, sabdo em barra e cremes, com cerca de 40 a 60% de acidos graxos
saturados, como o acido estearico (39-46%), acido oleico (34-37%) e o 4cido palmitico
(18-21%) (GUNSTONE, 2011; BAHARI & AKOH, 2018). E oxidativamente estavel ¢
apresenta-se solida a temperatura ambiente tendo ponto de fusdo em torno de 34°-38°C.
Essas caracteristicas fazem com que a manteiga de illip€ melhore a flexibilidade e

elasticidade da pele, aumente a hidratacdo e apresente propriedades antioxidantes.
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Entretanto, a sensacdo oleosa da manteiga ¢ uma das suas principais desvantagens
(RAHMAN et al., 2010).

Dentre os carreadores lipidicos, os NLS (Nanoparticula lipidica solida) sao
compostos de lipidios s6lidos a temperatura ambiente e apresentam estrutura semelhante
a das nanoemulsdes, exceto que o lipidio liquido interno da nanoemulsdo é substituido
por um lipideo sé6lido nas concentracdes de 0,1% a 30%, dispersos em uma fase aquosa e
estabilizados por um surfactante (0,5% a 5%) apresentando tamanho médio entre 20—
500nm, o que permite uma distribui¢do sustentada do farmaco. (ZIELINSKA &
NOWAK, 2016; LEMOS et al, 2018). Sao empregados principalmente em cosméticos,
devido as suas vantagens que incluem a liberagdo controlada das substincias ativas,
melhora da estabilidade minimizando problemas relacionados as incorporagdes de
substancias ativas em formulagdes, facilidade de preparo, boa biocompatibilidade, menor
citotoxicidade, menor uso de solventes organicos, alta hidratacido da pele e capacidade de
encapsular substancias ativas hidrofilicos quanto lipofilicos. (NASERI et al, 2015;
GARCES et al, 2018).

No entanto, as formulagdes NLSs apresentam muitas desvantagens, incluindo a
estrutura cristalina que pode sofrer transicdo polimorfica, a vida util curta, baixa
eficiéncia de encapsulacdo, alto teor de agua (70-99%) o que pode levar a vérios
problemas de estabilidade dos produtos finais, interagdes celulares e a possibilidade de
expulsdo do substancias ativas durante o armazenamento (COSTA & SANTOS, 2017).
Durante a preparagao das NLSs, ocorre a fusdo do lipidio, seguida pelo resfriamento da
formulagdo. Ao iniciar o processo de solidificagdo, a viscosidade do lipidio fundido
aumenta progressivamente, tornando-se mais dificil acomodar as moléculas lipidicas, o
que origina cristais lipidicos com diferentes graus de organizacao tridimensional, isto &,
com diferentes formas polimorficas. Parte das particulas cristalizam e formam estruturas
tridimensionais de alta energia (a, B” ou ). A forma o (hexagonal) é a menos estavel,
com menor ponto de fusdo e calor latente. A forma B (triciclica) ¢ a mais estavel, com
maior ponto de fusdo e maior calor latente. Durante o armazenamento, as transformagdes
podem ser de o para B° (ortorrombica) e desta para B, na qual o nimero de imperfei¢des
na rede cristalina € menor e o espaco para acomodar a substancia ativa ¢ reduzido, o que
leva a expulsdo da substancia ativa (PARDEIKE et al., 2009; MARCATO, 2009;
GARCES et al., 2018). Como alternativa novas formas baseadas em lipidicos foram

desenvolvidos, dentre elas os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs).
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Desenvolvidos em 1999, os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) fazem
parte da segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas, para superar as imperfei¢des dos
NLS, estes sistemas apresentam menor temperatura de fusdo, pois com a adicdo de
lipideos liquidos na formula¢do resultam em um maior teor lipidico, frequentemente na
propor¢do de 70:30 até 99.9:0.1, reduzindo consideravelmente o teor de agua na
formulagdo. Consequentemente, reduz o risco de expulsdo do medicamento durante o
armazenamento, permitem uma maior capacidade de carga do fArmaco e um tamanho de
particula entre 100- 500nm. (MULLER et al., 2011; CZAJKOWSKA-KOSNIK et al.,
2019).

Os CLNs dividem-se em trés diferente estrutura, o primeiro modelo, conhecido
como CLN imperfeito, consiste em uma mistura de glicerideos compostos por diferentes
acidos graxos. Essa mistura aumenta a distancia entre as cadeias dos lipidios ocasionando
imperfei¢des na particula, que geram mais espago para acomodar o ativo, aumentando a
eficiéncia do encapsulamento (MARCATO, 2009). O segundo modelo, chamado de CLN
amorfo, ¢ composto pela mistura de lipideos sélidos com lipideos liquidos (6leo) que
permite minimizar a expulsdo do ativo durante a estocagem, ja que o processo de
cristalizacdo do lipidio da forma polimoérfica o para a forma polimoérfica B ndo ocorre
nessas condi¢des. O terceiro modelo ¢ chamado de multiplo CLN, formado pela dispersao
de alta quantidade de 6leo em lipidio solido, na qual a solubilidade das moléculas de 6leo
no lipideo solido é excedida levando a uma separagdo de fase e formacdo de
nanocompartimentos de d6leo dentro da matriz lipidica solida (UNER ET AL, 2007;
MARCATO, 2009; NASERI et al, 2015).

Figura 4 - Diferentes tipos de CLNs (CZAJKOWSKA-KOSNIK et al. 2019
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Assim como os NLS, os CLNs podem aumentar a estabilidade de substancias

ativas sensiveis a luz, oxidacdo e hidrolise e permitindo a liberacdo controlada da
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substancia ativa, porém os CLNs tém sido descritos como sistemas eficientes para
melhorar a hidratagdo da pele, devido ao tamanho nanométrico das particulas que
proporciona um contato proximo ao estrato coérneo (TICHOTA et al, 2014;
CZAJKOWSKA-KOSNIK et al., 2019). Em geral, o desenvolvimento de formulacdes
cosméticas contendo NLSs e CLNs sdo idénticas. Os produtos podem ser obtidos pela
mistura das nanoparticulas a formulagdes semi-solidas existentes, adi¢gdo como
intensificadores de viscosidade a fase aquosa ou na produgdo direta de um produto final
contendo apenas nanoparticulas (PARDEIKE et al., 2009; CZAJKOWSKA-KOSNIK et
al., 2019).

Souza & Campos (2017) sugeriram o uso cosmético de uma formulacao de NLS
para melhorar a funcdo barreira da pele. Os autores observaram uma diminui¢ao
significativa da perda de agua transepidérmica (TEWL) e aumento do conteudo de agua
do estrato corneo ap6s 28 dias de aplicacdao da formulacdo. Em outro estudo, Tichota et
al. (2014) desenvolveu uma dispersdo de CLN usando 6leo de argan e posteriormente foi
incorporado em um gel para aplicagdo cutanea. Os estudos in vivo, em voluntérios sadios,
demonstraram que a formulagdo com nanoparticulas melhorou a hidratagdo da pele apds
30 dias de aplicagdo, sendo sugerida a existéncia de sinergismo entre as propriedades
hidratantes do NLC e 6leo de argan.

Huang e colaboradores (2017) encapsularam a quercetina e o 6leo de linhaga em
CLNs pela técnica de homogeneizagao a alta pressdo. Adicao de 6leo de linhaga melhorou
a atividade antioxidante in vitro dos CLNs carreados com quercetina e a liberagao in vitro
exibiu padrdo sustentado, além de diminuir a oxidagao lipidica. Resultados semelhantes
foram relatados por Bose et al. (2013) e Chen-Yu et al. (2012), que demonstraram que
tanto os sistemas NLS quanto CLN poderiam promover a penetracdo cutidnea da
quercetina, potencializando sua ac¢do antioxidante e efeito anti-inflamatorio. Portanto, os
CLNs podem melhorar a solubilidade e estabilidade quimica dos compostos lipofilicos,
melhorando a biodisponibilidade.

Em resumo, mesmo em formas nanoestruturadas a quercetina ndo apresenta
evidencias de liberagdo transdérmica na pele humana. Contudo, formas de nanodosagem
foram capazes de aumentar a retencdo da pele da quercetina através do efeito oclusivo e
maior area superficial das particulas, dessa forma a quercetina exerca sua atividade de
protecdo contra o estresse oxidativo, fotoenvelhecimento e inflamacdo da pele

(HATAHET et al., 2016).
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2.5 DESENVOLVIMENTO E EFICACIA CLINICA DE COSMETICOS

Atualmente, os cosméticos apresentam-se em destaque no comércio, dentro da
economia brasileira pode-se dizer que ¢ um dos segmentos mais dindmicos. Isso se deve
a participag@o mais ativa e constante dos consumidores e por estar em evidéncia, tanto na
midia quanto nos lares das pessoas. Dentro da categoria de produtos para protecao solar,
tem aumentado a procura por produtos com consisténcia leve e facil de espalhar,
mantendo a pele com textura seca e sem brilho (ABIHPEC, 2018).

Dentro dessa perspectiva, a escolha criteriosa das matérias-primas utilizadas
durante o desenvolvimento de um fotoprotetor ¢ fundamental, uma vez que determina
como o produto final ird se apresentar, incluindo as suas caracteristicas fisicas, sensorial
e efeitos clinicos. As trés categorias principais de componentes exigidas nos protetores
solares s3o filtros UV, emolientes e emulsificadores; componentes secundarios como
fotoestabilizadores, formadores de filme, ¢ modificadores de sensorial. A escolha de cada
componente deve ser realizada com base em pesquisas bibliograficas, a partir das quais é
possivel compreender as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas de cada
ingrediente, concentra¢des de uso e incompatibilidades.

Ainda na etapa do desenvolvimento, a avaliagdo da estabilidade do cosmético tem
como finalidade orientar seu desenvolvimento por meio da exposi¢cdo dos produtos a
condi¢des que acelerem seu processo de degradacdo (ANVISA, 2012). Um dos métodos
para acelerar possiveis instabilidades ¢ submete-lo ao estresse térmico por meio do
armazenamento em temperaturas extremas e analisar alteragdes na cor, odor,
uniformidade e pH.

Além disso, a avaliagdo do comportamento reoldgico tem uma importancia
fundamental no caso de fotoprotetores, pois a formagdo de um filme uniformemente
distribuido ¢ influenciada pelas propriedades de fluidez da formulacio (GASPAR &
MAIA CAMPOS, 2003). A reologia pode ser definida como o estudo do comportamento
de fluxo e deformagdo da matéria. A relacdo entre a taxa de deformacao e a tensdo de
cisalhamento define o tipo de fluido apresentado, newtoniano ou ndo-newtoniano. Uma
substancia ¢ pseudoelédstica ndo newtonianos se o aumento da tensdo de cisalhamento
induzir um aumento desproporcional na taxa de cisalhamento. Com o aumento do
gradiente de velocidade, a viscosidade diminui. No entanto, a baixas taxas de
cisalhamento, a viscosidade de cisalhamento de uma substincia pseudoplastica ¢

constante. A diminui¢do subsequente da viscosidade pode ser explicada por mudangas
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estruturais, como particulas de forma irregulares ou instabilidades na formulagdo
(BRUMMER, 2006).

No entanto, a adigdo de filtros UV e substancias ativas podem influenciar as
caracteristicas do produto final, porém ndo deve afetar o sensorial da formulacdo. Para
que as formulagdes cosméticas sejam de fato eficazes e para continuidade da utilizagdo
do produto, ¢ indispensavel entender que essas caracteristicas podem afetar a eficacia do
produto e mudangas nas caracteristicas da formulacdo podem afetar diretamente as
propriedades sensoriais, aceitagdo e adesdo pelos consumidores (SHIRATA & MAIA
CAMPOS, 2016; CALIXTO et al, 2018a). A avaliagdo da textura com o aparelho
Texturdmetro TA. XT plus ¢ um método direto que permite analisar a influéncia dos
componentes nas suas propriedades mecanicas, bem como comparar estes resultados com
andlises sensoriais (CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017). Através da analise do perfil
de textura parametros como dureza, adesividade, elasticidade, firmeza, consisténcia, entre
outros podem ser avaliados e relacionados com o sensorial e a reologia (GILBERT et al.,
2013; VITORINO et al, 2013). A reologia e a andlise de textura usadas em combinago
podem ser uteis para melhorar a escolha de matérias-primas de formula¢des cosméticas.
Dentro dessa perspectiva ¢ importante entendermos se a motivagao dos consumidores esta
estritamente relacionada com melhora da aparéncia e também a melhora da qualidade de
vida e satde da pele. Isto permite o desenvolvimento de formulagdes com sensorial
diferenciado, que consequentemente favoregam a continuidade da sua utilizacao.

Os testes sensoriais sdo altamente priorizados no desenvolvimento de cosméticos.
Durante a fase inicial do desenvolvimento, testes descritivos sdo tipicamente empregados
ou, testes de aceitacdo ¢ frequentemente utilizado. As matérias-primas usadas em um
produto e os processos de fabricagdo afetam as propriedades sensoriais tateis de um
cosmético, permitindo que os atributos sensoriais sejam otimizados e que um perfil
sensorial desejado seja alcangado (HUBER, 2017). Ao aplicar produtos cosméticos na
pele, os consumidores t€ém uma serie de expectavas que estdo relacionadas as suas
caracteristicas sensoriais, como espessura, rigidez, efeitos da sua aplicagdo na pele,
eficacia e também experi€éncias emocionais (SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016;
CARNEVALE, 2017).

A segunda caracteristica que vem se mostrando desejavel em formulagdo
fotoprotetoras ¢ a presenca de antioxidantes, ja que essas substancias tem a propriedade
de trazer beneficios complementares contra os danos provocados pelos raios solares. A

comprovagdo da eficacia destes produtos ¢ de suma importancia para o mercado
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consumidor, que deseja ver concretizado o apelo de venda que o impulsiona para o ato da
compra. A auto avaliacdo dos voluntarios ou avaliagdo do examinador ¢ muito subjetiva,
necessitando de técnicas que podem ser mensuradas por um método objetivo, permitindo
a deteccdo de mudancas na morfologia e fungdo da pele que ndo detectadas na avaliacao
sensorial e que fornega informacdes mais precisas e reprodutiveis (GONCALVES &
MAIA CAMPOS, 2009; ABIHPEC, 2018).

Durante a ultima década, varios dispositivos instrumentais destinados & medicao
in vivo da anatomia e fisiologia da pele tornaram-se comercialmente disponiveis. Devido
a sua abordagem ndo invasiva, essas técnicas fornecem informagdes referentes a
diferentes locais do corpo, sem influenciar nos efeitos do cosmético. Os mesmos locais
da pele podem ser estudados simultaneamente por diferentes técnicas, cada uma
avaliando varios aspectos do produto cosmético (DE MELO & MAIA CAMPOS, 2016a).
Assim, as técnicas de biofisica e andlise de imagem da pele tém sido amplamente
empregadas para avaliacdo dos efeitos desses cuidados e processos na pele ao longo do
tempo, baseadas na medida das diferentes propriedades fisicas da pele, como transporte
de agua, capacitancia elétrica, as propriedades mecanicas da pele (viscoelasticidade),
além das técnicas de imagem que utilizam cameras que possuem luzes de diferentes
comprimentos de onda para obtengdo de imagens macro e microscopicas, como a
avaliagdo do microrelevo cutdneo e a ultrassonografia de alta frequéncia para avaliagdo
da pele.

Contudo, a pesquisa clinica ¢ uma area de atuacdo relativamente nova no Brasil,
com crescente interesse, tanto por pesquisadores inseridos nas institui¢des académicas
como pela iniciativa privada, principalmente das industrias farmacéuticas. (ACCETTURI
& LOUSANA, 2002). No Brasil, o Conselho Nacional de Saide (CONEP) ¢ responsavel
pela regulamentagdo das pesquisas envolvendo seres humanos através da RDC n° 466, de
12 de dezembro de 2012, baseando-se em documentos internacionais, em especial a
Declaragao de Helsinque, e nacionais, entre elas a Constitui¢do Federal do Brasil. Assim,
0 objetivo € garantir o respeito a pessoa, nao s6 o sujeito da pesquisa, mas o pesquisador
e a sociedade como um todo. Por fim, todas as metodologias descritas sdo essenciais para
garantir que o produto em desenvolvimento atinja todas as caracteristicas descritas nas
regulacdes nacionais e que ele também esteja de acordo com a expectativa dos

consumidores ao comprar um produto.
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2.6 TECNICAS DE BIOFISICA E ANALISE DE IMAGEM DA PELE

A grande variedade de equipamentos e tecnologias descobertos e desenvolvidos
nas ultimas décadas apresentam uma contribuicdo significativa na dermatologia e
apresentam potencial para o desenvolvimento de pesquisas para o estudo da biologia da
pele e desenvolvimento de dermocosméticos, baseado em um entendimento robusto da
fisiologia cutanea, suas variacdes e suas respostas aos tratamentos, a fatores intrinsecos e
aos mais diferentes estimulos ambientais (DE MELO & CAMPOS, 2016b). As técnicas
de biofisica e de analise de imagem sdo técnicas ndo invasivas que permitem avaliar as
condi¢des da pele, e os efeitos de produtos cosméticos nas reais condi¢des de uso, de
forma totalmente ndo invasiva, em tempo real. Dentre elas, a determinag@o do contetido
aquoso do estrato corneo, da perda transepidérmica de dgua, avaliagdo por imagens da
capacitancia da pele, propriedades mecanicas (viscoelasticidade), conteudo de melanina
e eritema na pele, propriedades morfologicas e estruturais da epiderme, ecogenicidade da
derme, entre outras.

O contetdo de 4gua e a protecdo da sua funcdo de barreira sdo fatores essenciais
para a satide e a manuten¢do da aparéncia da pele. Fatores ambientais, como tempo seco,
exposicao ao vento, temperaturas baixas e doencas sdo condi¢des que afetam diretamente
a pele. A parte da pele mais afetada nesses casos ¢ a camada mais externa da epiderme, o
estrato corneo, composto por 15 a 20 camadas de corneodcitos com espessura total de 6 a
20 um. Como a epiderme ¢ continuamente renovada a partir da camada granular e os
condcitos mais externos descamam gradualmente na superficie. Essa estrutura combinada
com a grande capacidade de retencdo de 4gua resultado de fatores naturais de hidratagao
e uma bicamada lipidica intracelular, que, quando estdo funcionando em harmonia,
garantem a integridade e a hidratacdo da pele. A andlise da funcdo barreira da pele ¢
importante para avaliar os efeitos de formulagdes aplicadas na pele (XHAUFLAIRE-
UHODA & PIERARD, 2009; CLARYS & BAREL, 2017)

As propriedades elétricas da pele dependem do teor de dgua do estrato cérneo da
epiderme. Dentre os métodos utilizados para avaliagdo do contetido aquoso do estrato
cérneo, o método da capacitdncia ¢ o mais utilizado, pois utiliza corrente de baixa
frequéncia e ¢ pouco afetado pela temperatura e umidade relativas (DAL’BELO et al,
2006). Dentre os equipamentos utilizados, o Corneometer® (Courage & Khazaka,
Alemanha) ganhou aceitagdo mundial por ser um equipamento eficiente para medir a

variagdo do contetido de agua do estrato cdrneo, utilizando uma corrente de baixa
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frequéncia, sendo pouco afetado pela temperatura ¢ umidade relativa do ambiente. O
principio da capacitancia trabalha de acordo com a corrente dielétrica da 4gua, capaz de
medir uma profundidade entre 10-20 pm do estrato cérneo e sua sonda exerce uma
pressdo constante na superficie cutanea de 3,5N, e cobre uma area de 49 mm?. Nele, uma
lamina de vidro separa duas placas metélicas da pele e quando aplicada sobre a superficie
cutanea, ¢ formado um campo elétrico, sendo que uma das placas fica com carga positiva
e outra, negativa, possibilitando assim, medir a constante dielétrica de 4gua que ¢
convertida em unidades arbitrérias, o conteido aquoso do estrato corneo (CLARYS &
BAREL, 2017; DE MELO & MAIA CAMPOS, 2018).

A andlise da fun¢@o de barreira da pele é importante para avaliar os efeitos da
formulagdo topica. Essa caracteristica garante protecao contra a desidratagdo e os fatores
ambientais. O movimento normal de 4gua do estrato cérneo para atmosfera ¢ chamado de
perda de agua transepidérmica (TEWL). Por meio do equipamento Tewamater®, o
gradiente de evaporacao ¢ medido por uma sonda que € colocada perpendicularmente na
regido de estudo da pele. A sonda ¢ composta por um cilindro aberto com dois sensores,
um de temperatura e outro de umidade, permitindo a obten¢ao do valor da perda de dgua
em g/h.m. A diferenca entre a pressdo de vapor nos dois sensores ¢ diretamente
relacionada a taxa de evaporagdo, de forma que quanto maior o valor medido, menor a
integridade da barreira (DAL'BELO et al, 2006; DE MELO & CAMPOS, 2016a;
CLARYS & BAREL, 2017).

Além dos métodos que permitem a investigagdo de camadas internas da pele com
resolugdes variando da dimensao celular para a dimensao tecidual, nos Gltimos anos um
novo equipamento tem dedicado apenas a imagem da superficie da pele sob o titulo de
MoistureMap®. Este novo método, iniciado por Lévéque e Querleux, baseia-se em
medigoes eletrométricas ajustadas das propriedades da superficie da pele que permite
visualizar a capacitancia da superficie da pele correspondente a hidratacdo da superficie
da pele de maneira nao invasiva. Quando a placa de medicao ¢ posicionada na superficie
da pele, sdo produzidas imagens correspondentes ao mapa de hidratagdo da pele. Essas
imagens sdo codificadas em 256 niveis de cinza, com pixels mais escuros representando
alta capacitancia e os claros os valores mais baixos de capacitancia. O nivel médio de
cinza (MeanGL) dos histogramas da imagem permite medir a hidratacio média da
superficie da pele (LEVEQUE et al, 2006; XHAUFLAIRE-UHODA & PIERARD, 2009;
CLARYS & BAREL, 2017).
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As propriedades mecanicas da pele sdo de grande importancia para sua fungao
protetora. Ela varia de acordo com a idade, sexo e local do corpo, condigdes fisiologicas
e patoldgicas da pele. Através de dispositivos modernos de bioengenharia, funcgdes
mecanicas da pele sdo fornecidas aos pesquisadores medidas objetivas, quantitativas,
sensiveis e reprodutiveis. O equipamento Cutometer® (Courage Khazaka, Alemanha),
por meio da pressdo negativa exercida pelo equipamento, a pele € succionada para a
abertura na sonda. No interior da sonda, a medida de penetracdo da pele ¢ determinada
por medi¢ao Otica por um sistema que consiste de uma fonte de luz e um receptor, e por
dois prismas voltados um para o outro, que projetam a luz do transmissor ao receptor
(DOBREV, 2014).

A unidade principal contém uma bomba de vacuo com sensor de pressdo. A carga
do vacuo (pressdo negativa do ar), a taxa de aumento ou diminui¢do, duragdo da succdo
(tempo) e relaxamento, e o nimero de ciclos de medicagdo durante uma avaliagdo podem
ser definidos no software do Cutometer®, fornecendo resultados quantitativos de acordo
com o perfil de distensdo e retorno da pele de diversos parametros relacionados a
viscoelasticidade e firmeza da pele As sondas de medi¢ao apresentam diferentes aberturas
que variam de 2 a 8mm de didmetro. As menores aberturas menores (2-4 mm) sdo usadas
para avaliar as camadas superiores da epiderme, chegando a avaliar a derme papilar,
enquanto que a maior abertura (8 mm) permite a avaliagdo de camadas mais profundas
da pele (DOBREV, 2000; DOBREV, 2014).

A superficie da pele ¢ caracterizada por um microrrelevo especial que representa
a organizagdo da derme e do tecido subcutaneo tridimensional. Pelo fato de a superficie
da pele ndo apresentar aspecto homogéneo, sendo variavel, dependendo do local a ser
analisado, as linhas primarias do microrrelevo e as rugas finas representam uma
organizagdo especial de feixes de colageno na derme superficial e ha uma relagdo entre
as propriedades mecanicas da pele e seu aspecto no microrrelevo (FERREIRA et al,
2010). Para quantificacdo dessas alteragdes, ¢ utilizado o equipamento Visioscan VCI8®
(Courage & Khazaka, Alemanha), que ¢ uma camera de video especial de alta resolugdo
UVA na faixa de 380 a 395 nm com um pico de 387nm, desenvolvida para estudar
diretamente a superficie da pele, permitindo a avaliagdo quantitativa e qualitativa sob
condi¢des fisioldgicas (DE MELO & MAIA CAMPOS, 2018). A distribuicdo do nivel
de cinza da imagem ¢ usada para avaliar os parametros SELS (Surface evaluation of the

Living Skin) como maciez (SESM), rugosidade (SER), aspereza e descamagdo da pele
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(SESC), entre outros (PIERARD et al., 2015; FOSSA SHIRATA & MAIA CAMPOS,
2017).

A pigmentagdo pode ser quantificada medindo a intensidade de luz refletida da
pele em comprimentos de onda especificos e através de padrdes conhecidos de absor¢ao
de luz de pigmentos, como melanina, hemoglobina, bilirrubina e caroteno (MARTINE et
al, 2017). A quantificacdo de altera¢des de cor induzidas experimentalmente ¢ um método
amplamente utilizada na pesquisa dermato-cosmética, pois a resposta de cor pode ser
usada como um indicador das propriedades da pele (integridade da barreira e
sensibilidade da pele), propriedades da substancia ativa (vasodilatagdo, biodisponilidade),
propriedades do veiculo (formulagdes intensificadoras) e propriedades de protecdo da
pele (filtros solares). Varios instrumentos estdo disponiveis, entre eles o Mexameter®
MX 18, no qual 16 diodos emissores de luz dispostos circularmente emitem luz em trés
comprimentos de onda definidos: 568 nm (verde), 660 nm (vermelho) e 880
(infravermelho). Um fotodetector mede a luz refletida pela pele, o principio o6tico €
baseado na medicao da luz absorvida e refletida nos comprimentos de onda verde e no
vermelho para hemoglobina e vermelho e infravermelho para a melanina. A area de
medi¢do da pele tem 5mm de didmetro (superficie 0,20 cm?), a sonda ¢ aplicada na
superficie da pele com pressdo constante usando uma mola de 91 g/cm? O indice de
melanina ¢ calculado a partir da intensidade da luz absorvida e refletida em 660 e 880nm
respectivamente. J& o indice de eritema ¢ calculado a partir da intensidade da luz
absorvida e refletida em 560 e 660nm. Cada indice aumenta a medida que a pele se torna
mais eritematosa ou mais pigmentada (CLARYS et al., 2000; JUNKER et al., 2014).

A ultrassonografia tem sido usada na medicina por mais de 50 anos, ¢ uma das
ferramentas de diagndstico mais frequentemente aplicadas, por ser um método ndo
invasivo que permite uma avaliacdo in vivo dos aspectos fisiologicos e patologicos da
pele. Alexander e Miller demonstraram em 1979 a utilizagdo de um equipamento
unidimensional de 15 MHz (A scan) que media a espessura da pele com precisao
semelhante a técnica radioldgica, método ndo invasivo mais preciso até o momento
(CRISAN, et al., 2012; BAGATIN et al, 2013).

O ultrassom de alta frequéncia permite a identificagdo de variagcdes na espessura
da pele e na ecogenicidade. As alteragdes da matriz extracelular, consistindo em variagdes
na densidade dérmica e ecogenicidade ao longo do processo fisioldgico de

envelhecimento, cicatrizes, celulite, fotoenvelhecimento, feridas, entre outros podem ser
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facilmente identificadas com o uso do ultrassom de alta frequéncia (CRISAN, et al.,
2012).

O equipamento DermaScan C (Cortex Technology, Dinamarca) ¢ constituido de
um ultrassom de 20 MHz (alta frequéncia) bidimensional (B-Scan), com um transdutor
de foco utilizado para obter imagens transversais bidimensionais que sdo mostradas no
software especifico do instrumento (DE MELO & CAMPOS, 2016b). A onda
ultrassonica ¢ parcialmente refletida pelas estruturas da pele, resultando em ecos de
amplitudes diferentes, que ¢ visualizada como uma imagem bidimensional. A escala de
cores sdo: branco>vermelho>amarelo>verde>azul>preto. As imagens sdo apresentadas
com uma escala numérica que varia de 0 a 255. Nesta escala, a area de pixel de baixa
ecogenicidade corresponde a 50-150, e os pixels de alta ecogenicidade no intervalo de
200-255 (GNIADECKA et al.,1994; CRISAN, et al., 2012; BAGATIN et al, 2013).

A ecogenicidade pode ser avaliada pelo seu valor absoluto ou pela razao da
ecogenicidade, calculada pela razdo entre os pixels de baixa ecogenicidade e o numero
de pixels totais. Em uma imagem cutinea normal, a ecogenicidade epidérmica aparece
como uma banda branca, a derme ¢ expressa como uma composicdo de duas cores:
amarelo e/ou vermelho, e a camada subcutanea aparece verde ou preto. Normalmente, a
velocidade do ultrassom na pele humana ¢ reduzida quando o teor de agua ¢ maior, e
aumentada com aumento da concentragdo de colageno (CRISAN, et al., 2012 BAGATIN
et al, 2013; SOUZA & CAMPOS, 2017).
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3. OBJETIVO
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O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar a eficacia clinica de
formulagdes fotoprotetoras contendo quercetina nanoencapsulada em Carreadores
Lipidios Nanoestruturados (CLNs) na reducdo das altera¢des cutdneas decorrentes do

fotoenvelhecimento.

Objetivos Especificos:

e Desenvolver e caracterizar formulagoes fotoprotetoras contendo ou
ndo antioxidantes nanoencapsulandos;

o Avaliar a estabilidade preliminar das formulagoes,

e Caracterizar suas propriedades fisico- mecdnicas e correlacionar com
as propiedades sensoriais;

e Determinar o FPS in vivo do protetor solar;

o Avaliar a eficacia clinica das formulagoes utilizando técnicas de

biofisica e andlise de imagem da pele;
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 MATERIAS-PRIMAS

As matérias-primas descritas, a seguir, estdo de acordo com o INCI (/nternational
Nomenclature of Cosmetic Ingredient) e quando necessario também estdo descritos os

nomes comerciais € o fornecedor/fabricante.

e Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer (Permulen TR-2®) - Lubrizol do
Brasil Aditivos Ltda-Sao Paulo, SP, Brasil;

e Agua destilada e deionizada;

e Ammonium Acryloyldimethyltaurate/VP Copolymer (Aristoflex AVC®) —
Clariant Personal Care;

e Behenyl Alcohol, Polyglyceryl-10 Pentastearate, Sodium Stearoyl Lactylate
(Nikkomulese® 41) - Nikkol Chemicals Co. Ltd, Japan;

e Alcool etilico absoluto (Synth)

e Benzyl alcohol (and) Xylitol (and) Caprylic acid, (Hebeatol BA®) - Chemyunion,
Sorocaba-SP, Brasil;

e Bis-Etilhexiloxifenol metoxifenil triazina (Bemotrinizol), (Tinosorb S®) BASF
Personal Care (Monheim, Germany);

¢ Butilhidroxitolueno, (BHT) - Mapric, Brasil, SP;

e Butileneglycol (Butilenoglicol) - Mapric, Brasil, SP

e C(Calendula Officinalis Flower Extract, Helianthus Annuus Seed Oil, (Oleo de
Caléndula), Derma Clean,;

e Caprylic/Capric triglyceride, (Crodamol GTCC®) — Croda do Brasil Ltd
(Campinas, SP);

e (Cl12-15 Alkyl benzoate, (Crodamol AB®) - Croda do Brasil Ltd (Campinas, SP);

e Corn Starch Modified, Amido,

e Cyclopentasiloxane, (DC245®) - Dow Corning;

e Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone Crosspolymer, (DC 9040%) -
DowCorning;

e Dimethicone, (Xiameter PMX-200D®) - Dow Corning;

e Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl benzoate, (Univul® A Plus) - BASF
Personal Care (Monheim, Germany);

e Dissodium EDTA, (EDTA Dissodico) - Mapric, Brasil, SP;

e Ethylhexyl triazone (Uvinul® T150), BASF Personal Care (Monheim, Germany);
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Glycerin, (Glicerina) - Mapric, Brasil, SP

KCI 1mM (1:39)

Methylene Bisbenzotriazolyl, Tetramethylbutylphenol Water, Decyl Glucoside,
Propylene Glycol, Xanthan gum; Tinosorb M®, BASF;

Paraffinum Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol, (Base liquida)
- Croda do Brasil Ltda (Campinas, SP);

Polyglyceryl-6 Distearate (and) Jojoba Esters (and) Polyglyceryl-3 Beeswax
(and) Cetyl Alcohol, Emullium Mellifera®, Gattefossé, France;
Polyoxyethylene-polyoxypropylene block copolymer, Pluronic F68, Sigma-
Aldrich;

Propylene Glycol (Propilenoglicol) — Mapric, Brasil, SP;

Silica, MSS-500W® - Kobo Brasil Ltda., SP;

Shorea Stenoptera Seed Butter, Manteiga de Illipe, Polytechno Industrias
Quimicas Ltda

2-(3,4-Dihydroxyphenyl) -3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one dihydrate,
3,3",4',5,7 Pentahydroxyflavone dihydrate, (Quercetina) — Sigma, Aldrich;

4.2 Equipamentos e Acessorios

Agitador mecanico, Heidolph ®, RZR 2021;

Agitador Mecanico 713D, Fisatom;

Balanca de precisdo eletronica Marte, modelo AS 2000C;
Balanga analitica eletronica Ohaus, modelo AS2008S;

Balanca Analitica Mettler Toledo modelo AL-204

Bisnagas de PVC opacas com capacidade para 30 gramas;
Centrifuga Centribio modelo 802B, 4000 RPM, frequéncia 60 Hz;
Centrifuga Excelsa Baby Il modelo 206-R;

Chapa de aquecimento;

Corneometer CM, Courage & Khazaka, Alemanha;

Cutometer dual MPA 580, Courage & Khazaka, Alemanha;
Dermascan C, ultrasom de 20 MHz, Cortex Technology, Dinamarca;

Detector ultravioleta de eritema-efetivo PMA 2103LLG, Solar Light Company,

Philadelphia, EUA;

Estufa termostatizada com controle de umidade e fotoperiodo, modelo II FC de
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45°C, Eletrolab;

Mexameter® MX16, Courage & Khazaka Electronic GmbH, Alemanha
MoistureMap® MM 100, Courage & Khazaka Electronic GmbH, Alemanha
Peagametro, Digimed®, modelo DM 20

Pipeta 10-100uL Gilson, modelo Microman M100;

Radidmetro Solar Light PMA2100;

Redmetro modelo DV-III (tipo Cone &Placa), marca Brookfield, acoplado ao

software Rheocalc, versdo V1.01, Brookfield e spindle CP 52;

Simuladores solares Multiport 601, Solar Light Co, equipado com lampada de

arco de xenonio, filtros Schott WG320 e UG11

Sistema purificador de d4gua Osmose reversa OS10LX com deionizador Gehaka;
Sonicador de ponta (Sonics VCX, ponta de 13 mm e amplitude de 40%)
Termometro;

Texturometro TA. XT plus (Stable Microsystems, Reino Unido)

Tewameter R TM 210, Courage & Khazaka Electronic GmbH, Alemanha;
Vidrarias em geral

Visioface 100D, Courage & Khazaka Electronic GmbH, K6ln, Alemanha;
Visioscan® VC 98, Courage & Khazaka Electronic GmbH, K6ln, Alemanha.

Zetasizer, da Malvern (série NanoZS), Malven Instruments Limited, Worces,

Inglaterra.
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4.3 PREPARACAO DOS CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS
(CLN)

Para preparagdo das CLNs, com ou sem quercetina, foi desenvolvida uma emulsao
a quente seguida de sonicagdo, previamente padronizada por PIVETTA et al (2018). A
fase oleosa contendo manteiga Illipe 1% e d6leo de Caléndula e a fase aquosa contendo
Pluronic F68 (1% p/v) foram aquecidas separadamente a 50°C. Depois, a fase aquosa foi
vertida sobre a fase oleosa, na mesma temperatura e adicionada a quercetina. A dispersao
foi sonicada durante 10 minutos com um sonicador de ponta (Sonics VCX, ponta de 13
mm e amplitude de 40%). Os CLNs foram formados apés resfriamento da dispersdo até
25°C. Os CLNs sem a quercetina foram preparados seguindo o mesmo procedimento, mas

sem adicdo da quercetina na fase oleosa.

4.3.1. CARACTERIZACAO DOS CLNs

Os CLNs desenvolvidos, contendo ou ndo quercetina, foram caraterizados quanto
ao didmetro médio das particulas, carga superficial das nanoparticulas (potencial zeta) e
indice de polidispersividade (PdI), através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz
(Dynamic Light Scattering, DLS), também chamada de Espectroscopia de Correlagdo de
Fotons (Photon Correlation Spectroscopy, PCS), utilizando o aparelho NanoSize ZS90
(Malvern, UK). Todas as medidas foram feitas com amostras diluida em solu¢ao de KCI

ImM 24horas ap6s o preparo (GASPARI et al., 2014; PIVETTA et al., 2018).

4.3.2. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento foi utilizado uma metodologia de
espectroscopia UV-VIS validada anteriormente a partir de uma curva de calibragdo de
quercetina a 373 nm, de acordo com a Resolugdo n° 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria Brasileira. A quercetina encapsulada foi avaliada por um método
indireto ap6s centrifugacdo a 5000xg dos CLNs utilizando o sistema de filtragem
Microcon com ultrafiltragdo membrana com limite de massa molar de 10.000 g / mol
(Millipore) (MARCATO etal., 2011). A eficiéncia de encapsulagao (EE%) da quercetina
foi determinada de acordo com a seguinte Equagao 1:
Qt — On
— X

EE (%) =5,

100

Onde, Qt ¢ a quantidade total de quercetina adicionada aos CLNs durante a

preparacao e Qn ¢ a quantidade total de quercetina ndo encapsulada (soltivel e insolavel
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na fase aquosa) todas as medigdes foram feitas em triplicado preparado nas mesmas

condigoes de ensaio (BRASIL, 2003; GASPARI et al., 2014; PIVETTA et al., 2018).

4.4. DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES

Foram desenvolvidas emulsdes do tipo O/A conforme Tabela 2 pelo método de
inversdo de fases. A escolha das matérias-primas as quais serdo referidas no texto pela
nomenclatura INCI) foi feita com base em um levantamento técnico envolvendo
ingredientes mais usados em formulagdes fotoprotetoras e compativeis com o
nanocarreador. Assim foram considerados: a interagdo quimica entre as matérias-primas,
a capacidade do sistema emulsionante, a faixa de pH compativel com a pele e com os
nanocarreadores, visando a maior estabilidade da formulagdo fotoprotetora final e das
caracteristicas sensoriais, uma vez que pode influenciar na rotina do consumidor mesmo
sabendo dos beneficios do produto.

Os filtros UV Dietilamino Hidroxibenzoil Hexil Benzoato (Univul A Plus®),
Metileno Bisbenzotriazolil Tetrametilbutilfenol Agua, Decil Glucosideo, Propilenoglicol,
Xantana A goma (Tinosorb M®), Bis-Etilhexiloxifenol Metoxifenil Triazina (Tinosorb
S®) e Etilhexil Triazona (Univul T150%) foram selecionadas considerando-se o valor do
Fator de Protecdo Solar (FPS) de 30+, previamente estimado utilizando o Sunscreen
Simulator on-line (BASF) .

O fluxograma a seguir (Figura 6), representa o processo do desenvolvimento das
formulagdes de estudo e as fases seguintes do projeto. Considerando que o modo de
preparo da formulacdo pode influenciar nas caracteristicas fisicas, foram avaliadas
diferentes maneiras de preparo levando-se em consideragdo a adi¢ao dos filtros.

Desta maneira, na formulagdo F1 e F2 os filtros solares foram dispersos
diretamente na fase oleosa. Cada fase da emulsdo foi aquecida separadamente, até a
temperatura de 75°C. Em seguida, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa sob
constante agitacdo a 950 rpm (101xg) por 30 minutos e, posteriormente a 1200 rpm
(161xg) por 30 min para incorporacdo do restante dos componentes da formulagdo. Como
agente modificador de sensorial, na formulagdo F1 foram utilizados o Corn Starch
Modified ¢ o Ammonium Acryloyldimethyltaurate/VP Copolymer. Ja a formulacao
F2 foi utilizado o Ammonium Acryloyldimethyltaurate/VP  Copolymer e
oAcrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer.
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Para o desenvolvimento da formulagdo F3, os filtros solares foram dispersos em
base de absor¢do de lanolina (Paraffinum Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl
Alcohol) imediatamente apds a emulsificacdo (GIANETI, 2013). Cada fase foi aquecida
separadamente até atingirem temperatura de 75°C. Em seguida, a fase aquosa foi vertida
sobre a fase oleosa sob constante agitacdo a 950 rpm (101xg) por 30 minutos e,
posteriormente a 1200 rpm (161xg) por 30 min para incorporagdo do restante dos
componentes da formulagdo. Como agente modificador de sensorial, foram utilizados a
Silica Mss-500W e o Acrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer.

A quercetina livre (QT) e os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN),
contendo ou ndo quercetina, preparado 24 horas antes, foram incorporados ao final do
processo de desenvolvimento, ap6s adequada solubilizagdo das matérias-primas a
temperatura de 25°C, substituindo 10% da fase aquosa por 10% da dispersdo do CLN
(2.5ml) ou QT (2.5ml), obtendo as formulagdes VE (filtro solar, sem adi¢ao de quercetina
e nanocarreador); CLN (filtro solar com carreadores lipidicos nanoestruturados de
quercetina), QT (Veiculo com quercetina dispersa) ¢ CLN VZ (filtro solar com
carreadores lipidicos nanoestruturados sem quercetina). A concentragdo final de

quercetina nas formulacdes foi de 0,06% (p/p).
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Figura 5. Fluxograma do desenvolvimento das formulacgdes e fases seguintes do estudo
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Tabela 2. Composicdo (%) das formulacdes desenvolvidas sem a adi¢do das substincias ativas (veiculo)

Nome Comercial INCI name F1 F2 F3

Emullium Mellifera Polyglyceryl-6 Distearate (and) Jojoba Esters (and) Polyglyceryl-3 Beeswax 3 3 3
(and) Cetyl Alcohol
Crodamol GTCC Caprylic/Capric Triglyceride 3 5 5
Crodamol AB C12-15 Alkyl Benzoate 5 4 4
Tinsorb S Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine 8 8 8
Univul A Plus Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate 6 6 6
Nikkomulese 41 Behenyl Alcohol, Polyglyceryl-10 Pentastearate, Sodium Stearoyl Lactylate 3 3 3
Univul T150 Ethylhexyl Triazone - 4 4
Tinosorb M Methylene Bisbenzotriazolyl Tetramethylbutylphenol Water, Decyl Glucoside, 2 2 ?
Propylene Glycol, Xanthan gum

Silicone DC 245 Cyclopentasiloxane 1 2 2
Xiameter PMX-200 Dimeticone - 1 1
Base de absor¢@o de Lanolina  Paraffinum Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol - - 4
Silica Mss-500W Silica - - 1
BHT Butylated hydroxytoluene 0,05 0,05 0,05
Silicone 9040 Cyclopentasiloxane (and) Dimethicone Crosspolymer 1 - -
Aristoflex AVC Ammonium Acryloyldimethyltaurate/VP Copolymer 0,3 0,3 -
Permulen TR-2 Acrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer - - 0,2
Butilenoglicol Butylene Glycol 5 5 2
EDTA dissodico Dissodium EDTA 0,05 0,05 0,05
Hebeatol BA Benzyl alcohol (and) Xylitol (and) Caprylic acid 0,8 0,8 0,8
Propilenoglicol Propylene Glycol - - 0,5
Glicerina Glycerin 6 6 3
Amido Corn Starch Modified 5 - -
Agua Destilada Water gsp.100  gsp.100 gsp.100
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4.5 TESTES PRELIMINARES DE ESTABILIDADE

Todas as formulagdes desenvolvidas foram analisadas quanto a estabilidade por
testes preliminares. Cada amostra foi subdividida em aliquotas de aproximadamente 30g
e acondicionadas em embalagens de vidro hermeticamente fechadas, mantendo
aproximadamente um ter¢o do volume total da embalagem um espago vazio (head space)
para permitir possiveis trocas gasosas (BRASIL, 2012a).

As amostras foram submetidas ao estresse térmico de 45,0+ 2,0°C em estufa com
controle de umidade 70% de UR (marca Eletrolab modelo 111FC) e 4,0+ 2,0°C
(refrigerador com temperatura controlada), sendo uma amostra de cada lote permaneceu
sob temperatura ambiente monitorada, protegida da luz, sob 25°+ 5°C, sendo esta utilizada
como padrdo de comparagdo. As analises nas formulagdes desenvolvidas ocorreram apds

24 horas de preparacao e 7, 14, 21 e 28 dias. (BRASIL, 2012a).

4.4.1 Centrifugacao

Durante 30 dias, 3 g das formulagdes foram submetidas a 3 ciclos de centrifugagao
a velocidade de 3000 rpm (correspondente a 800 vezes a gravidade), por 30 minutos
utilizando a centrifuga Excelsa Baby II, modelo 206-R, poténcia 0,044Kw, ap6s 24 horas
e7, 14,21 e 28 dias (BRASIL, 2012a).

4.4.2 Avaliagdo do pH

A avaliagdo do pH das formulagdes foi realizada utilizando Peagometro Digimed,
modelo DM 20 utilizando-se as amostras diluidas em agua destilada (10%), realizadas 24
horas ap6s o preparo das formulagdes e também nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias (BRASIL,
2012a).
4.4.3 Avaliacgao visual

Para a avaliacdo visual, as amostras das formulagdes objeto foram observadas

visualmente durante 24 horas ap6s o preparo e também 7, 14, 21 e 28 dias as seguintes

alteracdes: cor, ocorréncia de separagdo de fases e homogeneidade (BRASIL, 2012a).
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4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE FiSICA POR DETERMINACAO DO
COMPORTAMENTO REOLOGICO

O comportamento reoldgico foi determinado utilizando um redmetro Brookfield
DV3T (Brookfield, EUA) tipo cone e placa equipado com um spindle CP-52 e acoplado
ao software Rheocalct®. Em cada andlise, 0,5 g de formulagdo foram depositados na
placa. A velocidade de rotacdo foi progressivamente aumentada de 0 a 5 rpm com 10
segundos entre cada velocidade, formando uma curva ascendente. A curva descendente
foi gerada com uma diminuig¢ao inversa da velocidade. As areas de histerese dessas curvas
foram estudadas para avaliar a influéncia dos filtros UV e dos Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados (CLNs) no comportamento reoldgico imediato e de longo prazo nas
formulagdes (CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017).

Apds o preparo, as formulagdes potes separados e hermeticamente fechados e
armazenadas a 25,04 2,0°C, 45,0 = 2,0°C e 4,0+ 2,0°C por um periodo de 24 horas apds
a preparagdo e apds 7, 14, 21 e 28 dias para determinagdo do comportamento reologico.

A integracdo numérica das curvas dos reogramas obtidos foi realizada no
Software Microcal Origin e a area sob a curva foi obtida para o célculo da area de
histerese (GASPAR & MAIA CAMPOS, 2003). A viscosidade aparente foi obtida a
partir do reograma e as curvas foram ajustadas de acordo com o modelo de Ostwald
(Equacgao 2) para obten¢do do indice de fluxo e indice de consisténcia (CALIXTO &
MAIA CAMPOS, 2017). Para melhor visualizagdo das alteragdes sofridas pelas
formulagdes ao longo do experimento, os valores de viscosidade aparente, indice de
consisténcia e indice de fluxo, foram plotados em graficos com auxilio dos softwares
GraphPad Prism).

Equagdo 2. ==K (y)"
onde, t= tensdo de cisalhamento (shear stress) (D/cm2);
v = taxa de cisalhamento (shear rate) (1/Sec.);

K = indice de consisténcia;

n = indice de fluxo
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4.6 DETERMINACAO DO PERFIL DE TEXTURA DAS FORMULACOES

A andlise de textura foi realizada utilizando um analisador de textura TA. XT plus
(Stable Microsystems, Reino Unido) equipado com trés sondas: equipamento de
espalhabilidade TTC HDP/SR, equipamento de retro-extrusdo A/BE 35 mm e o teste de
dureza utilizando probe P/45C a temperatura ambiente. As analises foram realizadas 24h
apo6s desenvolvimento das formulagdes armazenadas a 25°C e as propriedades texturais
das formulacdes foram calculadas através do software do instrumento Texture Exponent
3.0.5.0 (VITORINO et al, 2013; CALIXTO et al, 2018b).

Na analise de espalhabilidade foi avaliado o trabalho de cisalhamento (Work of
shear) das formulagdes, obtido a partir da area sob a curva positiva. Para isso, a distancia
de retorno utilizada foi de 25 mm, a velocidade de retorno foi de 20 mm/seg ¢ a forga de
contato foi de 30g. Os dados obtidos da curva negativa foram analisados como valores
absolutos. A quantidade de formulagdo utilizada na avaliag¢do foi de cerca de 30-40g e o
foi realizado trés medidas para cada amostra (CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017).

No segundo teste foi avaliado os parametros: firmeza e coesao (razao da area sobre
o tempo de for¢a em curva produzida por uma segunda compressio) (TAI et al, 2014).
Em um recipiente de 125 mL com 50 mm de didmetro e preenchido em 75% de sua
capacidade, com disco de 40 mm de didmetro. As condi¢gdes da sonda foram: distancia de
retorno de 100 mm, velocidade de retorno de 20 mm/seg e forca de contato de 30 g. Foram
realizadas trés medi¢des para obter a média de cada amostra (CALIXTO & MAIA
CAMPOS, 2017).

Por fim, o terceiro teste avaliou os seguintes parametros de textura: dureza (g.
Force) dada pela forca maxima durante o primeiro ciclo de compressao; pegajosidade (g.
Force) e elasticidade (cm), trabalho necessario para superar as forgas entre a superficie
da amostra e a superficie da sonda. O método foi conduzido sob as seguintes condigdes:
velocidade pré-teste, 2 mm/seg; velocidade pos-teste, | mm/seg; distdncia do teste de
ruptura, 1%; distancia de medi¢do, 40% de deformagao; forca, 0,10kg; e forca de gatilho
automatica, 0,020 kg. A distidncia da plataforma foi de 65mm, com compressdo dupla
realizada em intervalos de 10 segundos entre duas compressdes Cinco medi¢des foram
realizadas em cada amostra para obter a média das medidas a temperatura ambiente

(VITORINO et al, 2013; SAMAKRADHAMRONGTHALI et al, 2017).

46



5. CASUISTICA E METODOS
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5.1 DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO (FPS) in vivo

De acordo com a regulamentagao brasileira, RDC n° 30/2012 (BRASIL, 2012b) a
determinagdo do Fator de Protecdo (FPS) de um cosmético deve ser realizada seguindo
métodos in vitro, aplicando metodologia padronizada e validada internacionalmente
(FDA ou COLIPA). O teste FPS in vivo das formulagdes filtros solares foi realizada de
acordo com o método COLIPA (COLIPA, 2011) pela empresa Allergisa (Campinas, SP,
Brasil).

A avaliagdo foi conduzida em um protocolo de estudo de controle paralelo,
randomizado, mono-cego, usando dez participantes de ambos os sexos, saudaveis com
fototipo I, II e III (escala de Fitzpatrick) entre 18 e 40. Os critérios de exclusdo foram
historicos de reacao fototdxica ou fotoalérgica, historico pessoal ou familiar de cancer de
pele, bronzeamento nas ultimas duas semanas e durante todo o estudo, hipercromia e
hipocromia na area estudada, nevo, ceratose seborreica ou excesso de pelos.

As formulagdes testadas (formulas F3-VE, F3-QT, F3-CLN VZ ¢ F3-CLN) e a
formulagao controle, com valor de FPS variando de 14,2 a 19,0, de acordo com a diretriz
ISO 24444: 2010 contendo 7,0% de etilhexil dimetil PABA e 3,0% de oxibenzona, foram
aplicadas na regido dorsal dos participantes (regido dorsal infra-escapular), em regides
diferentes com 30cm? na concentra¢do de 2,0 mg/cm? cada. Apds 15 a 30 minutos, as
areas foram irradiadas usando um simulador ultravioleta solar Multiport 601 com
lampada de arco de xendnio, filtros Schott WG320 e UG11 (Solar Light Company
Filadélfia, EUA) com seis saidas independentes que reproduz espectro solar UV de 290
até¢ 390nm. A dose de radiagdo foi ajustada por um detector ultravioleta de eritema-efetivo
PMA 2103LLG.

A formacao de eritema foi avaliada ap6s 16 a 24 horas apds a irradiagdo. O valor
do FPS foi calculado de acordo com a Equagdo 3, onde MED ¢ a dose minima eritematosa
da pele protegida e ndo protegida de radiagdo ultravioleta capaz de gerar os primeiros
sinais de eritema perceptivel com bordas claramente definidas. A média e o desvio padrao
do FPS final das amostras e do controle foram calculados utilizando o teste t-Student.
com intervalo de confianga de 95% (SOUZA & CAMPOS, 2017).

Equacao 3.

_ MEDp (pele protegida)
~ MEDu (pele nio protegida)

FPS
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5.2 TRIAGEM DAS PARTICIPANTES

Durante os meses de janeiro/2019 — maio/2019 foram avaliados os efeitos
imediatos e a longo prazo das formulagdes. O recrutamento das participantes foi realizado
com base nos critérios de inclusdo e exclusdo designados para o estudo. Foram incluidos
no estudo participantes saudaveis, ou seja, que ndo apresentavam enfermidades, do sexo
feminino, pele de fototipo II e II de acordo com a escala de Fitzpatrick (Tabela 1), com
idades entre 20 e 35 anos e que utilizavam diariamente fotoprotetor.

Antes de iniciar o estudo, 100 participantes foram orientadas sobre os objetivos e
da pesquisa e entrevistadas sobre seus héabitos de fotoprotecao (Quadro 2), e concordando
em participar da mesma, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo
B) elaborado segundo a declaracdo de Helsinque e aprovado pelo Comité de ética em
Comité de Etica em Pesquisa (FCFRP / CEP 2.598.709, CAAE: 79025417.4.0000.5403)
(Anexo A) (BRASIL, 2012c). Todos os estudos de eficacia foram realizados sob
supervisao do médico dermatologista Dr. Jodao Carlos Lopes Simdo (CRM: 94214).

Na selecdo das participantes foram considerados os seguintes critérios de exclusao
(Quadro 1): tabagismo, gravidez ou aleitamento, individuos com historico anterior de
reacdes adversas com o uso de produtos cosméticos, individuos em uso de medicamentos
passiveis de produzir resposta cutdnea anormal ou que tenham feito uso de cosméticos
despigmentante duas semanas antes do inicio do estudo, doencas dermatologicas

localizadas ou generalizadas e excesso de pelos nas regides de estudo.
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Quadro 1. Critérios de inclusdo e exclusdo do estudo clinico

Critérios de Inclusao
- Sexo: Feminino
- Faixa etaria: 20-35 anos
- Ter disponibilidade para estar no laboratorio nos dias agendados

- Uso de protetor solar diariamente.

Critérios de Exclusao
- Gestantes
- Lactantes
- Fumantes
- Doengas dermatolédgicas ou generalizada
- Lesdes, cicatrizes, tatuagens e/ou excesso de pelos na regido de estudo
- Exposicdo solar durante os dias que antecedem o estudo e/ou ter um bronzeado
persistente
- Histérico de reagdo adversa a produtos cosméticos
- Historico de procedimento cirurgico, peeling, dermoabrasao, eletrocoagulacao, laser
na regido face nos ultimos seis meses
- Histérico de procedimentos estéticos na regido da face nos ultimos seis meses
anteriores as medidas.
- Histérico de procedimento dermatoldégico na regido da face nos ultimos seis meses
- Historico de uso de medicamentos que possam resultar em alteragdes cutdneas na
regido da face
- Historico de uso de produtos clareadores na regido da face nos tltimos seis meses
- Historico de uso de produtos cosméticos (com excecdo de produtos de higiene e
protetor solar) ou medicamentos de uso topico na regido da face nos ultimos 14 dias
anteriores as medidas.
- Utilizar medicamentos corticoides, anti-histaminicos, tratamento de hiper ou
hipotireoidismo, diuréticos, antibidticos, analgésicos, beta bloqueadores,

anticoagulantes e terapia imunossupressora.
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Quadro 2. Questdes pré-definidas na entrevista de recrutamento

- Idade

-Tipo de pele

Normal, Oleosa, Seca, Mista ou Sensivel.

- Fototipo Cutaneo

L IL II0, IV, V ou VL

- Vocé utiliza protetor solar no rosto?

Sim ou Nao.

- Qual o Fator de Protecdo Solar do filtro solar (FPS) que vocé usa no rosto?
FPS 15; 20; 30; 50; 60, Outro.

- Vocé reaplica o protetor solar durante o dia?

Nao; Sim, uma vez; Sim, duas vezes; Somente quando vou a praia ou piscina.
- Quanto tempo vocé se expoe ao sol diariamente?

Menos de 1 hora por dia; Entre 1 hora e 3 horas por dia; Entre 3 horas e 6 horas por
dia; Mais de 6 horas por dia.

- Qual o motivo da sua exposicao solar?

Bronzeamento; Lazer; Forma ocupacional (Trabalho); Pratica de exercicios
fisicos/esportes; Apenas para me deslocar de um lugar para outro; Outros.

- Ja fez bronzeamento artificial?

Sim ou Nao.

- Ja sofreu queimaduras solares (vermelhidao, bolhas)?

Nao; Sim, em qual regido do corpo?

- Possui algum caso de cancer de pele na familia?

Sim ou Nao.
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5.3 AVALIACAO SENSORIAL

Para definir a formulagdo topica que resultaria em uma maior adesdo ao estudo
clinico foi realizada a analise sensorial com as formulagdes veiculos resultantes do teste
preliminar de estabilidade. Esta analise foi realizada na regido anterior dos antebragos
divididos em 5 quadrantes de 4cm? de 60 participantes e em cada regido foi aplicada 10
pL de forma randomizada as seguintes formulagdes: F2- VE (fotoprotetor com filtros
adicionados diretamente na fase oleosa), F3-VE (Formulagdo com filtros UV dispersos
em Paraffinum Liquidum (e) Lanolina Alcool (e) Alcool Oleilico e com Silica); F3-CLN
VZ (fotoprotetor com nanocarreador sem quercetina), F3-QT (fotoprotetor com
quercetina) e F3-CLN (fotoprotetor com nanocarreador com quercetina), nos antebracos.

Anteriormente a andlise, as participantes foram orientadas a fazer dez movimentos
circulares, em movimentos ordenados para espalhar as formulagdes. As formulacdes
foram avaliadas quanto aos parametros: residuo branco, maciez, auséncia de
pegajosidade, oleosidade, facilidade de espalhamento e sensa¢do ao toque. Apos 5
minutos de aplicacdo, as formulagdes foram avaliadas quanto: brilho, residuo oleoso,
toque aveludado, pele macia, sensagdo de esfarelamento e intengdo de compra. Os
parametros foram pontuados seguindo os critérios: 1 - Péssimo, 2 - Ruim; 3 - Regular, 4

- Bom, 5- Excelente (SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).

5.4 PROTOCOLO DOS ESTUDOS DE EFICACIA CLINICA

5.4.1 Avalia¢ao dos efeitos imediatos

Nesta etapa do estudo consistiu na avaliacao dos efeitos imediatos da formulacao
objeto de estudo (formulagdo F3-VE) comparativamente as formulac¢des adicionadas com
quercetina (F3-QT), nanocarreador de quercetina (F3-CLN) e nanocarreador sem
quercetina (F3-CLN VZ). Para avaliacao dos efeitos imediatos, foram realizadas medidas
do contetdo aquoso do estrato corneo (Corneometer® CM 825), a perda transepidérmica
de 4agua (Tewameter® TM 210) e o microrrelevo cutidneo (Visioscan® VC 98) no
antebraco das participantes.

Foram aplicadas de forma randomizada 10uL das formulagdes em 4 regides
previamente divididas aleatoriamente nos antebracos de 60 participantes com auxilio de

uma micropipeta. A espalhabilidade foi realizada em 10 movimentos circulares no
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sentido horério. As medidas foram feitas antes da utilizacdo das formulagdes e apos 30
minutos da aplicacdo das mesmas. Todas as medidas foram realizadas ap6s 15 minutos
de aclimatagdo em temperatura ¢ umidade do ar controlado (20-24°C e 45-55%,

respectivamente).

5.4.2 Avaliacio dos efeitos em longo prazo

Foi conduzido um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado para
avaliagdo dos efeitos em longo prazo, no qual as 60 participantes selecionadas foram
randomizadas em 3 grupos. Assim, um dos grupos recebeu a formulag¢do acrescida dos
nanocarreadores com quercetina (Grupo 3, formulagdo F3-CLN), segundo grupo recebeu
a formulacdo acrescida dos nanocarreadores sem quercetina (Grupo 1, formulacao F3-
CLN VZ) e o terceiro grupo recebeu a formulagao fotoprotetora sem adigdo de nenhuma
substancia ativa (Grupo 2, formulagdo F3-VE)

A regido malar € uma drea do corpo que estd frequentemente exposta a radiagao
solar e € comumente utilizada para se avaliar os efeitos do fotoenvelhecimento
(CARNEVALE, 2017). Dessa forma, conforme descrito na Figura 7 a avaliacdo foi
randomiza entre lado direito e esquerdo na regido malar, uma regido de 0,8cm’ e 2cm
abaixo da metade da largura dos olhos das participantes, e foram realizadas medidas no
tempo inicial (medidas basais, anteriormente ao uso da formulagdo), apds 30 dias e 60

dias de utilizacdo didria da formulagao.

Figura. 6. Regides da face em que foi realizado o estudo de eficacia em longo prazo

Regido malar:
Metade da largura do olho

As participantes foram orientadas a ndo utilizar nenhum outro produto cosmético

28 dias antes e durante o periodo do estudo, exceto o filtro solar, e aplicar o produto na
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face todos os dias duas vezes ao dia, pela manha e a tarde, espalhar a formulagdo por toda
a face até a completa absor¢do e se for utilizar maquiagem utilizar a formulagdo
fotoprotetora primeiro.

Antes de efetuar cada medida, as participantes foram orientadas a lavar o rosto
duas horas antes da avaliacdo. Os testes foram realizados ap6s aclimatagdo de 15 minutos
em temperatura ¢ umidade do ar controlado (20-24°C e 45-55%, respectivamente). Os
seguintes parAmetros foram avaliados: contetido aquoso do estrato corneo (Corneometer®
CM), perda transepidérmica de agua (Tewameter® TM 210), quantificacdo de melanina
e eritema (Mexameter® MX16), avaliagio por Imagem da capacitincia da pele,
determina¢do das caracteristicas do microrrelevo cutdneo (Visioscan® VC 98),
distribui¢do da hidrata¢do da superficie e topografia da pele (MoistureMap® MM 100),
propriedades viscoelasticas da pele (Cutometer® dual MPA 580, espessura da derme e

ecogenicidade (Dermascan® C, Cortex Technology).

5.5 TECNICAS DE BIOFISICA E ANALISE DE IMAGEM APLICADAS

5.5.1 Determinacio do conteiido aquoso do estrato corneo

Para a realiza¢do deste estudo foi utilizado o equipamento Corneometer® CM 825,
baseado no principio da medida da capacitancia elétrica, ou seja, na variagdo da constante
dielétrica da 4gua. Os resultados foram fornecidos em unidades arbitrarias (UA) onde se
estima que 1 UA corresponda a 0,2 - 0,9 mg de agua por grama de estrato cérneo. Foram
efetuadas 5 medic¢des na regido malar, sendo calculada a média dos valores obtidos (DE

MELO & MAIA CAMPOS, 2018).

5.5.2 Determinacio da perda transepidérmica de agua (TEWL)

Para a realizagdo deste estudo foi utilizado o equipamento Tewameter® TM 210,
acoplado a um software, cuja fungdo ¢ medir a perda transepidérmica de agua (TEWL),
baseado no principio de difusdo descrito por Adolf Fick em 1855. Os valores sdo dados
em g.m%h'!. A sonda do aparelho permaneceu por 20 segundos sobre a pele na regido
malar, ¢ a média das 3 medidas foi empregado nos céalculos posteriores (DAL’BELO et

al., 2006; SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).
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5.5.3 Determinac¢ao do microrrelevo cutaneo

Neste estudo foi utilizado o equipamento Visioscan® VC98 (Courage & Khazaka,
Alemanha) para a determinacdo do microrrelevo cutaneo. Este equipamento permite a
avaliagdo quali e quantitativa da superficie da pele nas condigdes fisioldgicas por meio
de técnicas de profilometria Optica, as quais utilizam um processo de digitalizagdo de
imagem obtida por uma camera de video equipada com uma unidade que emite luz
ultravioleta e a imagem captada fornece um histograma que apresenta uma distribui¢ao
de diferentes niveis de cinza, quantificando os pontos escuros, que corresponde, a
rugosidade e pontos claros, aos platds do microrrelevo cutaneo.

A partir de calculos realizados pelo software interno SELS (Surface Evaluation of
the Living Skin) (Tabela 3), pardmetros relacionados a rugosidade (SEr - calcula os niveis
de cinza acima do limite em comparagdo com a imagem inteira, reflete a “aspereza” da
pele), rugas (SEw - calculado a partir da proporcdo de rugas horizontais e verticais),
descamagcio (SEsc — nivel de falta de hidratagdo do estrato corneo). E o namero de pixels
em que o nivel de cinza ¢ maior do que o seu limiar) e maciez da pele (SEsm - calculado
a partir da largura e profundidade média das rugas), e Rt (rugosidade) relacionado a
profundidade das rugas. Foi utilizado a média de 3 medidas (FOSSA SHIRATA &
CAMPOS, 2017; DE MELO & MAIA CAMPOS, 2018).

Tabela 3- Parametros relacionados a superficie da pele fornecido pelo equipamento
Visioscan® VC 98

Parametros Definicoes

SEr - aspereza Porcao de pontos escuros que representam as rugas

Numero e largura das rugas, sendo que quanto maior o numero de rugas
Sew — textura '
maior ¢ este valor

Refere-se a forma e a largura das rugas, sendo que quanto maior o valor
SEsm — maciez ' '
dessa variavel melhor a textura e maciez da pele

RT - rugosidade Profundidade das rugas
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5.5.4 Quantificacdo de melanina e Eritema

O indice de eritema foi medido pelo equipamento Mexameter® MX16, um
equipamento que mede o conteudo da melanina e hemoglobina (eritema) na pele baseado
no principio da absor¢do. Este principio baseia no fato da hemoglobina, presente nos
vasos sanguineos da derme, ser o maior croméforo da luz verde. Comparando-se a
quantidade de luz vermelha e verde refletida, pode ser obtido um indice que depende,
principalmente, do conteudo de sangue da derme. A intensidade da pigmentagao varia de

0-1000 (CLARYS et al., 2000; JUNKER et al., 2014).

5.5.5 Avaliacio por Imagem da capacitincia da pele

A distribui¢@o da hidratagdo da superficie e topografia da pele foi analisada pelo
equipamento MoistureMap® MM 100. O sensor fornece informagdes graficas sobre a
distribuicdo da hidratagdo e da microtopografia da pele. Quando a placa de medigdo ¢
aplicada perto da superficie da pele e, o material condutor, a 4gua, produzira imagens
correspondentes ao mapa de hidratagdo da superficie da pele. Tais imagens sdo
codificadas em 256 niveis de cinza com os pixels mais escuros representando alta
capacitancia, maior conteudo de 4gua no estrato corneo e os claros representam os valores
mais baixos da capacitidncia, ou seja, menor conteudo de agua no estrato corneo

(LEVEQUE et al., 2006).

5.5.6 Avaliacio das caracteristicas da derme por ultrassom de alta frequéncia

A espessura da derme e a ecogenicidade foram determinadas pelo ultrassom de 20
MHz Dermascan C® (Cortex, Hadsund, Dinamarca) com um transdutor de foco utilizado
para obter imagens transversais bidimensionais que sdo mostradas no software de modo-
B especifico do instrumento.

A onda de ultrassom (com velocidade de 1,580 m/s) € parcialmente refletida pela
estrutura da pele, dando origem a ecos de diferentes amplitudes. Para calcular a
ecogenicidade, foi calculada como a razdo entre o nimero de pixels ecogénicos baixos
(abaixo de 30 — préximo a coloragdo preta) e o nimero de pixels ecogénicos totais

(LEP/TEP) (GIANETI, 2013). A escala de cores de ecogenicidade é: branco> amarelo>
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vermelho> verde> azul> preto. Para estes parametros, quanto mais préximo de 1, menor

a ecogenicidade (DE MELO & MAIA CAMPOS, 2018).

5.5.7 Avaliacio das propriedades mecanicas da pele — viscoelasticidade

Foram realizadas medidas utilizado o aparelho Cutometer® dual MPA 580
(Courage + Khazaka electronic GmbH - Col6nia, Alemanha), equipado com uma sonda de
4 mm diametro contendo um sistema de leitura dptico, que mede a deformacao da pele
em resposta a suc¢do, ou seja, a sonda exerce uma pressao negativa sobre a pele, sendo
que a intensidade de luminosidade captada é proporcional a penetragdo da pele no
dispositivo (DOBREV, 2000; GIANETI et al, 2013).

Os valores das medidas sdo calculados a partir desta curva de sucgdo da
pele/interrupgdo, exemplificada na Figura 8. Apesar de o equipamento fornecer varias
variaveis, que estdo descritas na Tabela 4, nem todas foram empregadas neste estudo,
sendo utilizado os pardmetros R2, RS, R6 e R7. Foram obtidas 3 medidas da regido malar

das participantes e a média dos valores obtidos utilizadas nos célculos posteriores.

Figura 7. Curva de deformacgio da pele obtida com o equipamento Cutometer® dual

MPA 580

107 Legenda:

0. 97 Ue: distensdo imediata
_ % ® Uv: distensdo retardada
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E o 4l Uf: distensdo final.
g R: deformagao residual
o 0. 31 ;
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Tabela 4. Parimetros fornecidos pelo equipamento Cutometer® dual MPA 580

Variaveis Significado
RO =Uf Amplitude Maxima, ponto mais elevado da curva (Firmeza da pele).
R1=Uf-Ua Amplitude Minima.
Parte situada entre a amplitude maxima e a capacidade de recuperagao da pele
R2 =Ua/Uf (elasticidade bruta). Quanto mais perto o valor estiver de 1 (100%), mais
elastica ¢ a curva.
R3 E a ultima amplitude maxima.
R4 E a ultima amplitude minima.
Elasticidade liquida. Quanto mais perto o valor estiver de 1 (100%), maior é
R5 =Ur/Ue o
a elasticidade.
R6 =Uv/Ue Razio entre a viscoelasticidade cutinea e a distensao imediata.
Elasticidade biologica. Habilidade da pele em retornar a sua posi¢ao inicial,
R7 = Ur/Uf
apos deformag@o.
. Area acima da curva, dada por UF e pelo tempo de sucgdo. Quanto menor o
R8 =Ua

valo, mais elastica é a curva.

5.6 PERCEPCAO DA EFICACIA CLINICA

Além das medidas objetivas para analisar a eficacia das formulagdes objeto de

estudo, a percepcao subjetiva das participantes também foi avaliada através da resposta

ao questiondrio modelo CATA (check all that apply) com a percep¢@o das participantes

anteriormente ao uso da formulagdo e ao final do periodo de 60 dias de uso.

O questionario avaliou:

- Efeitos ao longo prazo na pele: diminui¢do ou aumento da hidratagdo, diminuicdo ou

aumento das manchas, diminui¢do ou aumento da maciez da pele.

- Efeitos adversos: irritagdo da pele, vermelhidao, coceira, descamagao e ardéncia.

- Avali¢do dos efeitos da formulacdo testada: Péssima, Ruim, Regular, Boa, Muito Boa

ou Excelente.

-Inteng@o de compra: sim ou nao.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais obtidos foram inicialmente submetidos a verificagao do
tipo de distribuicdo amostral encontrada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk a
partir dos valores basais de cada variavel. A partir do resultado, a compara¢dao da
homogeneidade das variancias entre os diferentes grupos de intervengao a cada tempo foi
realizada por andlise de variancia (ANOVA one way) para os dados paramétricos e
Kruskal-Wallis para os ndo paramétricos, realizados no software estatistico GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software — California USA), com nivel de significancia estabelecido
em 5%. Os resultados foram apresentados em graficos de barra e intervalo de confianga

de 95% (IC 95%).
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6. RESULTADOS

60



6.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS CARREADORES
LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS (CLN)

Dentre as nanoparticulas a base de lipidios, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLNs), segunda geragdo de nanoparticulas, sdo considerados uma

alternativa para transporte de substancias ativas. A Tabela 5

e a Figura 9 mostram as caracteristicas (didmetro, indice de polidispersao -PdI,
potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo) de carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo ou ndo a quercetina ativa, de acordo com a metodologia de PIVETTA et al.
(2018). O diametro das CLNs foi de 137,4nm, PdI de 0,241, potencial zeta -22mV (+
0,48) e eficiéncia de encapsulacao de 98%.

Figura 8. Distribuicdo de tamanho de particula: A (sem antioxidante encapsulado) e B

(com antioxidante encapsulado) determinado pelo espalhamento dindmico da luz apds 24
horas de preparacao
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Tabela 5 — Diametro, indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE) de carreadores lipidicos nanoestruturados sem antioxidante
encapsulado e 12mg de antioxidante.

CLN Diametro Pdl Potencial Zeta Eficiéncia de
(nm) (mV) Encapsulamento
(EE%)
Sem antioxidante 131,9 £ 0,22 0,195 £ 0,06 -18 £0,75 -
encapsulado
Com antioxidante 137,4+0,24 0,241 + 0,09 -22£0,48 98%
encapsulado
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6.2 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES

Para o desenvolvimento das formulagdes em estudo, foi realizada uma pesquisa
de mercado sobre as matérias primas com a finalidade de obten¢do de um produto com
alta protecdo, sensorial agradavel para ser aplicado na pele e que permita a melhoria das
condi¢des da pele, bem como na literatura técnica das mesmas resultando em formulagdes
estaveis e que possibilitaram a adi¢do dos nanocarreadores.

Apbs vinte e oito dias de armazenamento a 25,0 + 2,0°C, 4,0 = 2,0°C e 45,0 +
2,0°C, todas as formulacdes desenvolvidas foram estaveis apos o teste de centrifugagao,
porém as formulagdo F3 foram selecionada para uso no estudo clinico, uma vez que
apresentavam caracteristicas mais proximas ao desejado em composi¢ao, avaliagdo visual

e sensorial.

6.3 TESTES PRELIMINARES DE ESTABILIDADE

6.3.1 Centrifugacio
As formulagdes F1, F2 e F3 acrescidas ou ndo dos carreadores e/ou quercetina nao

apresentaram sinais de instabilidade apos o teste de centrifugacao.

6.3.2 Determinacio do pH

Os valores de pH obtidos para as formulagdes submetidas aos testes de
estabilidade encontram-se nas tabelas abaixo e estdo dentro da faixa de estabilidade de
formulagdes cosméticas (pH 5,5 a 7), sem oscilagdes significativas apds 0, 7, 14, 21 e 28

dias (Tabelas 6 a 8).

Tabela 6: Valores de pH das formulacdes F1 desenvolvidas

Temperatura Ambiente Geladeira 4°C Estufa 45°C
F1 VE F1 CLN F1 QT F1 VE FICLN F1QT | FIVE FICLN F1QT
TO 6.0 6.02 5.72 6.0 6.02 5.72 6,0 6.02 5.72
T7 6.25 6.02 6.11 5.95 5.95 5.94 5.96 6.10 5.65
T14 6.0 6.10 6.15 5.95 6.01 6.03 6.35 6.15 6.01
T21 6.0 6.15 6.5 6.35 6.03 59 6.2 6.20 6.27
T28 6.03 6.01 6.2 6.2 6.02 6.04 6.2 6.16 6.32
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Tabela 7: Valores de pH das formulagdes F2 desenvolvidas

Temperatura Ambiente Geladeira 4°C Estufa 45°C
F2 F2 F2 CLN F2 F2 F2 F2 CLN F2 F2 F2 F2 CLN F2
VE CLN \/4 QT | VE CLN \4 QT VE CLN \/4 QT
TO | 5.95 6.02 6.04 597 | 595 6.02 5.84 597 | 5.95 6.02 5.84 5.97
T7 | 5.98 6.05 6.07 6.15 | 590 6.15 6,05 594 | 593 6.15 5,96 5.95
T14 | 5.96 6.04 5.98 6.2 | 6.04 6.12 6.14 6.07 | 6.06 6.12 6.04 6.01
T21 | 594  6.05 5.90 6.2 | 594 6.07 5.87 6.07 | 6.09 6.12 6.19 6.07
T28 | 6,03 6.04 5.97 591 | 597  6.02 5.87 591 | 6.12 6.14 6.17 6.02
Tabela 8: Valores de pH das formulacdes F3 desenvolvidas
Temperatura Ambiente Geladeira 4°C Estufa 45°C
F3 F3 F3 CLN F3 F3 F3 F3 CLN F3 F3 F3 F3CLN F3
VE CLN \4 QT | VE CLN \4 QT VE CLN \/4 QT
T0 | 6.14  6.13 6.10 6.13 | 6.14 6.13 6.10 6.13 | 6.14 6.13 6.10 6.13
T7 | 6.18 5.97 6.10 6.18 | 6.3 6.10 6.05 6.4 | 6.20 6.15 6.09 6.45
T14| 6.18 6.13 6.2 6.14 | 6.24 6.13 6.14 6.28 | 6.24 6.17 6.04 6.28
T21 | 6.10 6.04 6.05 6.13 | 6.15 6.04 6.18 6.01 | 6.10 6.15 6.19 6.01
T28 | 6.08 6.09 6.14 6.10 | 6.10 6.09 6.07 597 | 6.16 6.04 6.17 5.97
6.3.3 Avaliacdo Visual

Nao foram observadas alteracdes de cor, odor e separagdo de fases nas
formulagdes avaliadas durante todo o periodo de armazenamento a temperatura ambiente,

4°C e 45°C, sendo consideradas estaveis frente a este teste.

6.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE FiSICA POR DETERMINACAO DO
COMPORTAMENTO REOLOGICO

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 2 e 3 as formulacdes F1, F2 e
F3 sdo fluidos nao newtonianos com comportamento pseudoplastico, o que significa que
com o aumento da taxa de cisalhamento, a viscosidade diminui. Ademais, as formulagdes
apresentavam area de histerese ou tixotropia, caracteristica natural das formulacdes
pseudoplésticas e consideradas adequadas em certos produtos cosméticos para aumentar
a estabilidade e facilitar a aplicacdo do produto, indicando a variacdo reversivel da
viscosidade com o tempo (GASPAR & MAIA CAMPOS, 2003; SOUZA & CAMPOS,
2017). Entretanto, a analise do comportamento reoldgico mostrou que as formulagdes F1
apresentou diferencas na sua estabilidade geral quando comparada com as formulagdes

F2 e F3.
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Figura 9. Reogramas obtidos na anélise das formulagdes F1 apos 24 horas e 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F1-VE (formulacdo F1 sem nanocarreador e

quercetina); F1-QT (formulacao F1 com quercetina); F1-CLN (formula¢dao F1 com CLN

contendo quercetina).
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Figura 10: Reogramas obtidos na analise das formulagdes F2 ap6s 24 horas e 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F2-VE (formulacdo F2 sem nanocarreador e

quercetina); F2-QT (formulac¢ao F2 com quercetina); F2-CLN (formula¢do F2 com CLN

contendo quercetina), F2-CLN VZ (formulagdo F2 com CLN sem quercetina).

2500+
- a0
£ 20004 = 25°C E
8 ¢ 3
% 15004 5Cn
g //.;?—% o
§ 10007/ &
= =
® ©
2 5004 2
7] n
04 T T J
0 5 10 15
Shear Rate
2500
24 hr
@ 2000 -= 25°C
o o,
é 4°C
% 1500 45°C
& 1000
]
2 500
"

0+ T
5 10 15
Shear Rate (1/sec)

o©

Shear Stress (D/cm?)

2500+

2000

1500

1000+

500

2500

2000

1500

1000

500

0i
0

24 hr
- 25°C
4°C
45°C

= /

24 hr
= 25°C

4°C

45°C

Shear Rate (1/sec)

64



Figura 11. Reogramas obtidos na anélise das formulagdes F3 apds 24 horas e 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F3-VE (formulacdo F3 sem nanocarreador e

quercetina); F3-QT (formulacao F3 com quercetina); F3-CLN (formula¢do F3 com CLN
contendo quercetina), F3-CLN VZ (formulag@o F3 com CLN sem quercetina).
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Na anélise da Viscosidade Minima Aparente, apenas as formula¢des F3 nao
apresentou diferengas significativas entre o tempo inicial e o final de andlise. Varia¢des
significativas foram notas nas diferentes temperaturas ambiente das formulagdes F1 e F2

(Figuras 12, 13, 14).

Figura 12. Viscosidade Minima Aparente das formula¢cdes F1 24 horas e apos 28 dias
nas temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F1-VE (formulagdo F1 sem nanocarreador
e quercetina); F1-QT (formulagdo F1 com quercetina); F1-CLN (formulagdo F1 com
CLN contendo quercetina). * Diferenca significativa (p<0,05) entre as formulacdes

analisadas.
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Figura 13. Viscosidade Minima Aparente das formula¢cdes F2 24 horas e apos 28 dias
nas temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F2-VE (formulagdo F2 sem nanocarreador
e quercetina); F2-QT (formulagdo F2 com quercetina); F2-CLN (formulagdo F2 com
CLN contendo quercetina), F2-CLN VZ (formulacdo F2 com CLN sem quercetina). *

Diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 14. Viscosidade Minima Aparente das formula¢des F3 24 horas e apos 28 dias
nas temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F3-VE (formulagdo F3 sem nanocarreador

e quercetina); F3-QT (formulagdo F3 com quercetina); F3-CLN (formulagdo F3 com

CLN contendo quercetina), F3-CLN VZ (formula¢do F3 com CLN sem quercetina).
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Na andlise do indice de consisténcia, diferencas significativas entre o tempo

inicial e final de estudo foram notadas nas formulagdes F1 e F2. Ja a formulacdo F3

manteve sua estabilidade ao longo do tempo de estudo (Figuras 15, 16, 17).

Figura 15. Indice de Consisténcia das formulagdes F1 24 horas e apos 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F1-VE (formulacao F1 sem nanocarreador e

quercetina); F1-QT (formulacao F1 com quercetina); F1-CLN (formula¢do F1 com CLN

contendo quercetina). * Diferenga significativa (p<0,05) entre as formulac¢des analisadas.
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Figura 16. indice de Consisténcia das formulagdes F2 24 horas e apos 28 dias nas
temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F2-VE (formulacdo F2 sem nanocarreador e

quercetina); F2-QT (formulac¢ao F2 com quercetina); F2-CLN (formula¢do F2 com CLN

contendo quercetina), F2-CLN VZ (formulagdo F2 com CLN sem quercetina).

* Diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 17. Indice de Consisténcia das formulagdes F3 apds 24 horas e ap6s 28 dias nas
temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F3-VE (formulacdo F3 sem nanocarreador e
quercetina); F3-QT (formulacao F3 com quercetina); F3-CLN (formula¢do F3 com CLN
contendo quercetinaa), F3-CLN VZ (formulagdo F3 com CLN sem quercetina).

* Diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.

INDICE DE CONSISTENCIA
INDICE DE CONSISTENCIA INDICE DE CONSISTENCIA F3-CLN Temp. Ambiente 2000

2000 F3-VE Temp. Ambiente 2000 F3.QT Temp. Ambiente INDICE DE CONSISTENCIA
2000 F3-CLN VZ Temp. Ambiente
1500
1500 1500 1500
1000 1000 1000
1000
500 500
. . A v * . ] 4 M ¢ 500 500 .
o » v *
0. 0. . n A v * - .
N N N T T T T T
< PP 1 < L 4 & Q&N D < P 4
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo(dias)
i e i e iNDICE DE CONSISTENCIA
. . 2000 INDICE DE CONSISTENCIA INDICE DE CONSISTENCIA 2000
2000 iNDICE DFEa_(‘ilgh‘l:(I:STENCIA F3-QT 4°C 2000 F3-CLN 4°C -CLN VZ 4°C
1500 1500
1500
1500
1000 1000 1000
1000
° - . ¢ 500 s T 500 v .
. - . L ° u A
500{ o u A v - ol — . . . . o T T T
N
P R N I R S R, ISR . . S R
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo(dias)
INDICE DE CONSISTENCIA 2000 iNDICE DESONSJSTENCIA DICE 08 CONMSTRNCIA
F3-QT 45 FI-CLN 45°C ] .
F3-VE 45°C INDICE DE CONSISTENCIA
2000  aad 2000 F3-CLN VZ 45°C
1500:
1500 1500 1500
1000:
—_ 1000 1000
1000
500 ] .
* 00
v . . * - . . 500 . N v .
s00{ % - L] 0 . r . s .
Q’ \ u’ \' y S > N > L} T T T
S QAN @ < QR @ e & o o I SRS R S 4
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo(dias)
po (dias) (dias) Tempo (Gas) po(dias)

71



No estudo do indice de fluxo das formulagdes desenvolvidas, foram notadas

algumas oscilagdes significativas entre os tempos de andlise, principalmente nas

formulagdes F1 e F2. De modo geral, as formulagdes F3 mantiveram seus valores, sem

picos de instabilidade, indicando estabilidade fisica (Figuras 18, 19, 20).

Figura 18. Indice de Fluxo das formulagdes F1 24 horas e ap6s 28 dias nas temperaturas

ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F1-VE (formulagdo F1 sem nanocarreador e quercetina);

F1-QT (formulagdo F1 com quercetina); F1-CLN (formulacdo F1 com CLN contendo

quercetina). * Diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 19. Indice de Fluxo das formula¢des F2 24 horas e ap6s 28 dias nas temperaturas

ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F2-VE (formulagdo F2 sem nanocarreador e quercetina);

F2-QT (formulagdo F2 com quercetina); F2-CLN (formulacdo F2 com CLN contendo

quercetinaa), F2-CLN VZ (formulacdo F2 com CLN sem quercetina). * Diferenca

significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 20. indice de Fluxo das formulagdes F3 apds 24 horas e apds 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F3-VE (formulacdo F3 sem nanocarreador e

quercetina); F3-QT (formulacao F3 com quercetina); F3-CLN (formula¢do F3 com CLN

contendo quercetinaa), F3-CLN VZ (formulagdo F3 com CLN sem quercetina).
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Por fim, os resultados da area de histerese para as formulagdes F1 foram

superiores que as formulagdes F2 e F3 e apresentaram variagdes significativas ao longo

do tempo, assim como as formulagdes F2. Ja as formulagdes F3 mantiveram seus valores

de area de histerese sem picos de instabilidade, indicando estabilidade fisica (Figuras 21,

22, 23).

Figura 21. Area de histerese das formulagdes F1 24 horas e apos 28 dias nas temperaturas

ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F1-VE (formulagdo F1 sem nanocarreador e quercetina);

F1-QT (formulagdo F1 com quercetina); F1-CLN (formulacdo F1 com CLN contendo

quercetina). * Diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 22. Area de histerese das formulagdes F2 apods 24 horas e apods 28 dias nas

temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F2-VE (formulacdo F2 sem nanocarreador e

quercetina); F2-QT (formulac¢ao F2 com quercetina); F2-CLN (formula¢do F2 com CLN

contendo quercetinaa), F2-CLN VZ (formulacdo F2 com CLN sem quercetina).*

Diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 23. Area de histerese das formulagdes F3 apds 24 horas e apods 28 dias nas
temperaturas ambiente (25°C), 4°C e 45°C, F3-VE (formulacdo F3 sem nanocarreador e

quercetina); F3-QT (formulacao F3 com quercetina); F3-CLN (formula¢do F3 com CLN

contendo quercetinaa), F3-CLN VZ (formulagdo F3 com CLN sem quercetina).
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6.5 DETERMINACAO DO PERFIL DE TEXTURA DAS FORMULACOES

A andlise de textura ¢ relevante para a caracterizagdo mecanica de formulagdes
farmacéuticas semi-solidas, a fim de determinar as interagdes entre os componentes da
formulagdo, sendo um bom complemento para a informacao reoldgica (MARTO et al, 2016).
Dessa forma, parametro de rigidez (firmeza) e adesividade (pardmetro de coesividade) podem
ser comparados entre si e analise sensorial (TAI et al., 2014).

De acordo com o resultado do teste de espalhabilidade, as formulag¢des F1 apresentaram
valores de trabalho de cisalhamento e firmeza maior que as formulagdes F2 e F3 (Figura 24 e
25). Comparando os resultados do teste de dureza, as formulagdes de F3 obtiveram menores
valores de pegajosidade e coesividade, no entanto apresentou valores maiores de elasticidade,
sugerindo que a maneira de adicionar os filtros solares e a incorporagao de portadores lipidicos
s6lidos pode influenciar nas caracteristicas fisicas do cosmético, melhorando a espalhabilidade

(SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).

Figura 24. Valores de Firmeza e Coesividade das formulagdes fotoprotetoras F1, F2 e F3 sem
substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador de quercetina (CLN)
ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. * Diferenca

significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 25. Valores de Elasticidade (A) e Trabalho de Cisalhamento (B) das formulagdes

fotoprotetoras F1, F2 e F3 sem substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT),

nanocarreador de quercetina (CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela

analise de Textura. * Diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 26. Valores de Pegajosidade (A) e Dureza (B) das formulagdes fotoprotetoras F1, F2 e

F3 sem substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador de quercetina

(CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela andlise de Textura. * Diferenca

significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 27. Valores de Firmeza das formulagdes fotoprotetoras F1 (A), F2 (B) e F3 (C) sem
substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador de quercetina (CLN)
ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. * Diferenca

significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 28. Valores do parametro Trabalho de Cizalhamento das formulagdes fotoprotetoras F1
(A), F2 (B) e F3 (C) sem substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT),
nanocarreador de quercetina (CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela
analise de Textura.
* Diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 29. Valores da Coesividade das formulagdes fotoprotetoras F1 (A), F2 (B) e F3 (C) sem
substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador de quercetina (CLN)
ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. * Diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 30. Valores do pardmetro Dureza das formulagdes fotoprotetoras F1 (A), F2 (B) e F3
(C) sem substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador de
quercetina (CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. *

Diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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Figura 31. Valores do parametro Pegajosidade das formulagdes fotoprotetoras F1 (A), F2 (B)
e F3 (C) sem substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador com
quercetina (CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. *

Diferenga significativa (p<0,05) entre as formula¢des analisadas.
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Figura 32. Valores do parametro Dureza das formulagdes F1 (A), F2 (B) e F3 (C) sem
substancias ativas (VE), adicionadas com quercetina (QT), nanocarreador com quercetina
(CLN) ou nanocarreador sem quercetina (CLN) obtidas pela analise de Textura. * Diferenca
significativa (p<0,05) entre as formulagdes analisadas.
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6.6 DETERMINACAO DO FPS IN VIVO

Na tabela 9 sdo apresentados os resultados de FPS in vivo das formulagdes F3-VE
(formula com os filtros solares adicionados apds a dispersao em Paraffinum Liquidum (and)
Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol), F3-QT (fotoprotetor com quercetina livre), F3-CLN VZ
(fotoprotetor contendo nanoparticulas sem quercetina) e F3-CLN (fotoprotetor contendo
nanoparticulas carreadas com quercetina)

O valor do FPS determinado para férmula padrao da COLIPA correspondeu ao seu FPS
teorico e o valor de IC (%) foi menor que 17% para todas as formulagdes, validando o teste de
FPS in vivo para as formulagdes. Ao comparar as formulagdes, observa-se que o resultado do
FPS das formulas F3-VE e F3-QT foi de cerca de 44, mas o FPS in vivo das formulagdes F3-
CLN VZ e F3-CLN apresentou valores ligeiramente superiores, o que caracteriza que a
formulagdo proposta com nanocarreadores apresenta maior eficacia fotoprotetora.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados foram escolhidos devido a sua capacidade de
proteger substancias ativas instaveis ou com baixa permeacdo cutidnea, como a quercetina, €
promover a liberagdo de maneira controlada devido as propriedades oclusivas dos lipidios, além

de apresentar propriedades bloqueadoras da radiagdo UV (JOSE & NETTO, 2019).

Tabela 9: Valores obtidos para o FPS in vivo para as formulacdes F3-VE (fotoprotetor sem
nanocarreadores e quercetina, F3-QT (fotoprotetetor com quercetina livre), F3-CLN
(fotoprotetetor com carreadores lipidicos nanoestruturados de quercetina) e F3-CLN VZ
(fotoprotetetor com carreadores lipidicos nanoestruturados sem quercetina).

FPS in vivo
Produto Amostra Padrdo COLIPA
Valor IC (%) Valor IC (%)
F3-VE 44,0 11,6 15,2 14,8
F3-QT 44,5 8,6 16,4 5,4
F3-CLN 59,0 9,1 14,7 8,1
F3-CLN VZ 57,0 9,4 14,7 8,1

Figura 33 - Valores do FPS in vivo das formulacdes. * Diferenca significativa (p<0,05) entre

as formulagdes analisadas.
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6.7 TRIAGEM DAS PARTICIPANTES

Foram recrutados 100 participantes para o estudo do sexo feminino, com idade entre 20
e 35 anos, entretanto 40 participantes condiziam com algum critério de exclusdo descrito, o
mais comum foi ndo utilizar fotoprotetor diariamente e 60 participantes, todas mulheres,
condiziam com os critérios de inclusdo para participagdo da avaliagdo dos efeitos imediatos e a
longo prazo das formulagdes. O tempo didrio de exposi¢do ao sol, frequéncia a exposi¢do, o
uso de protetor solar, FPS que as participantes utilizam e locais de aplicacdao sdo mostrados nas
Figuras 34 a 40.

A frequéncia de bronzeamento tem reduzido ao longo dos anos, entretanto o uso de
protetor solar aumentou. No que se refere aos habitos de fotoprote¢do, 60% das participantes
recrutadas utilizam diariamente filtro solar (Figura 34), entretanto 38% das participantes nao
reaplicavam o filtro solar durante o dia e 34% reaplicava apenas quando vao para praia ou
piscina (Figura 35). 49% das voluntarias se expde diariamente menos de 1 hora por dia (Figura

36) e a grande maioria (80%) para se descolar de um local para outro (Figura 37).

Figura 34. Porcentagem de participantes que utilizam ou ndo protetor solar (n=100)
Voce utiliza filtro solar?

Nunca 1 1%
Apenas durante o verao 1%

Quando sinto o sol queimando 1%

Apenas quando vou a praia/piscina 11%
Quando lembro (raramente) 10%
Quando ira se expor ao sol por muito tempo 15%
Apenas quando esta sol 16%
Todos os dias (mesmo em dias nublados) 64%
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Figura 35. Frequéncia de reaplicag@o do protetor solar durante o dia (n=100)

Vocé reaplica o protetor solar durante o dia?

= Sim, uma vez

= Nao

= Sim, duas vezes

= Somente quando vou a praia ou
piscina

Figura 36. Porcentagem do tempo de exposi¢ao ao sol diariamente das participantes (n=100)

Quanto tempo voceé se expde ao sol diariamente?

5% 3%

= Menos de 1 hora por dia
= Entre 1 hora e 3 horas por dia

= Entre 3 horas e 6 horas por dia

= Mais de 6 horas por dia

84



Figura 37. Porcentagem do motivo da exposicao ao sol das participantes (n=100)

Qual o motivo da sua exposi¢ao solar?

2% 2%

10%

= Bronzeamento
6% = Lazer
Forma ocupacional (trabalho)
Pratica de exercicios

fisicos/esportes

= Apenas para me deslocar de um
lugar para outro

As participantes foram questionadas sobre o local de aplicacdo do filtro solar, 96% das
participantes relataram usar filtro solar no rosto (Figura 38), sendo 45% das participantes
utilizam protetores solares com FPS 30 e 34% com FPS 60 (Figura 39).

Figura 38. Regides de aplicagdo do protetor solar (n=100)

Qual (is) local(is) voce aplica o protetor solar?

Todos M 6%
Pernas B 2%
Pesco/colo [N 33%
Méos [N 17%
Bracos N 23%
Rosto e 96%
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Figura 39. Fator de Protecdo Solar (FPS) que as participantes utilizam no rosto (n=100)

Qual o Fator de Protec¢ao Solar do filtro solar (FPS)
vocé usa no rosto?

acima de 60 Wl 4%
FPS 60 I 34%
FPS 45 WM 7%
FPS 30 Im—m—m— 45%
FPS20 1 1%
FPS 15 NN 9%

0% 20% 40% 60% 80%

100%

Quando as participantes foram questionadas sobre as principais alteragdes na pele do

rosto que as incomodavam, as principais caracteristicas foram: oleosidade (57%), poros abertos

(55%), acne (52%), bolsas e olheiras (38%) e manchas claras (35%) (Figura 40).

Figura 40. Principais caracteristicas do rosto que incomodam as participantes (n=100)

Quais alteracdes na pele do seu rosto que te incomoda?

Aspereza da pele mm——m 119,
Sardas me— 159,
Pintas mmmmm 99
Manchas escuras T———— 0%/,
Rugas finas mee—— ) 8%,
Flacidez (pele ndo esta firme) m——— 139,
Manchas escuras T————— 0%/,
Vermelhidio me—— |0,
Ressecamento m———— ) |9/,
Poros abertos DI 550/,
Bolsas e olheiras n————— 330
Achne I 509/,
Oleosidade EEEEESSESEEEEESSS—— 579
Manchas claras mE————— 350

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

90% 100%
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As caracteristicas das participantes alocadas no estudo estdo apresentadas na Tabela 10

e a divisdo das participantes nos grupos do estudo clinico a longo prazo na Figura 41

Figura 41. Diagrama de fluxo da etapa clinica
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Tabela 10. Caracteristicas das participantes alocadas no estudo (n=60)

Numero de participantes %
Idade, Media (DP) 27,512
Fototipo (Fitzpatrick)
I 35 58,3%
11 25 41,6%
Tipo de pele
Normal 12 20%
Mista 23 38,3%
Oleosa 22 36,6%
Sensivel 3 5%
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6.8 ANALISE SENSORIAL

Com a andlise dos resultados (Figuras 42 a 44) foi possivel notar que as formulag¢des no
geral tiveram boa porcentagem de aceitacdo pelas participantes do estudo. As formulagdes F3-
QT, F3-CLN VZ e F3-CLN apresentaram caracteristicas sensoriais semelhantes, destacando os
parametros "Maciez", “Facilidade de espalhar” e " “Sensa¢do ao Toque" bem como sensagao
apos 5 minutos de aplicacdo no parametro “toque aveludado” que foram mais significativos na
formulagdo F3-CLN com 53% dos participantes declarando inten¢do de compra. Relacionando
o resultado da andlise sensorial ao resultado da reologia e textura, foi possivel desenvolver uma
formulagdo bem aceita pelos participantes, conforme demonstrado pelos pardmetros "Facil de

Aplicar" e "Suavidade" (SHIRATA & MAIA CAMPOQOS, 2016).

Figura 42. Propriedades sensoriais das formulagdes F2-VE (formulagdo F2 fotoprotetora sem
substancias ativas), F3-VE (formulacao F3 sem substancias ativas); F3-QT (formula¢do F3 com
quercetina); F3-CLN (formulagdo F3 com CLN contendo quercetina) e F3-CLN VZ
(formulagdo F3 com CLN sem quercetina), apds a aplicagdo quanto aos parametros: Auséncia
de Pegajosidade, Sensacdo ao Toque, Facilidade de Espalhar, Residuo Branco e Maciez. Sendo
atribuido as notas: 1 - Péssimo, 2 — Ruim, 3 - Regular, 4 - Bom, 5- Excelente (n = 60).
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Figura 43. Propriedades sensoriais das formulagdes F2-VE (formulagdo F2 fotoprotetora sem
substancias ativas), F3-VE (formulacao F3 sem substancias ativas); F3-QT (formulag¢do F3 com
quercetina); F3-CLN (formulagdo F3 com CLN contendo quercetina) e F3-CLN VZ
(formulagdo F3 com CLN sem quercetina), apds S minutos da aplicacdo quanto aos parametros:
Brilho, Sensagdo de Esfarelamento, Residuo Oleoso, Aspectos Visuais e Toque Aveludado.
Sendo atribuido as notas: 1 - Péssimo, 2 — Ruim, 3 - Regular, 4 - Bom, 5- Excelente (n = 60).
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Figura 44. Avaliacdo da intencdo de compra das formula¢des F2-VE (formulagdo F2
fotoprotetora sem substancias ativas), F3-VE (formula¢do F3 sem nanocarreador e quercetina);
F3-QT (formulacdo F3 com quercetina); F3-CLN (formulacdo F3 com CLN contendo
quercetina) e F3-CLN VZ (formulagdo F3 com CLN sem quercetina) (n = 60).
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6.9 AVALIACAO DOS EFEITOS IMEDIATOS

6.9.1 Perda transepidérmica de agua

Apds 30 minutos de aplicacdo das formulagdes F3-QT, F3-CLN e F3-CLN VZ diminuiram
a perda transepidermica de agua (TEWL) (p <0,05) (Figura 45).

Figura 45. Perda de dgua transepidérmica antes e 30 minutos ap0s a aplicagdo das formulagdes:
VE (formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com quercetina);
CLN (formulacao F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulagiao F3 com CLN sem
quercetina). Mesma letra sdo significativamente diferentes (P <0,05) (n = 60).
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6.9.2 Conteudo aquoso do estrato corneo

Em relagdo ao conteudo aquoso do estrato corneo, as formulagdes F3-QT, F3-CLN e
F3-CLN VZ aumentaram significativamente conteudo aquoso do estrato corneo (Figura 46)
sugerindo que a presenga de nanocarreadores e quercetina na formulagdo, melhorou a fungao
de barreira da pele, permitindo a manuten¢do do nivel adequado de hidratacao.

Figura 46. Contetido aquoso do estrato corneo antes e 30 minutos apds a aplicagdo das
formulagdes: VE (formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com
quercetina); CLN (formulagdo F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulagio F3
com CLN sem quercetina). Mesma letra sdo significativamente diferentes (P <0,05) (n = 60).
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6.9.3 Avaliacao do microrrelevo cutineo

Os valores para SEsc (descamacao da pele), SEsm (maciez da pele) e SEw (niimero e
largura das rugas) (Figuras 48, 49 e 50), diminuiram significativamente (p <0,05) apods a
aplicacdo da formulag¢do F3-CLN. Por outro lado, os valores do SER (Figura 51) aumentaram,

quando comparados com outras formulagdes e os valores basais.
Figura 47. Topografia da pele antes e depois da aplicagdo das formulacdes: A (F3-VE), B (F3-
QT), C (F3-CLN VZ) e D (F3-CLN)
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Figura 48. Descamacdo da pele (SEsc) antes e 30 minutos ap6s a aplicagdo das formulagdes:
VE (formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com quercetina);
CLN (formulacao F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulagdo F3 com CLN sem
quercetina) * Diferenca significativa em relagdo a medida inicial (basal) (p < 0,05).
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Figura 49. Maciez da pele (SEsm) antes e 30 minutos ap6s a aplicacdo das formulagdes: VE
(formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com quercetina); CLN
(formulagdo F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulacdo F3 com CLN sem
quercetina) * Diferenca significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p < 0,05).
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Figura 50. Numero e largura das rugas (SEw) antes e 30 minutos apos a aplicacdo das
formulagdes: VE (formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com
quercetina); CLN (formulag¢do F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulagio F3
com CLN sem quercetina). * Diferenga significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p <
0,05).
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Figura 51. Parametro SER (Rugosidade da pele) antes e 30 minutos apos a aplicagdo das
formulagdes: VE (formulagdo F3 sem nanocarreador e quercetina); QT (formulagdo F3 com
quercetina); CLN (formulagdo F3 com CLN contendo quercetina); CLN VZ (formulagio F3
com CLN sem quercetina. * Diferenca significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p <
0,05).
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6.10 AVALIACAO DOS EFEITOS EM LONGO PRAZO

6.10.1 Perda transepidérmica de agua

Ap6s 60 dias de utilizagdo das formulagdes desenvolvidas, foram observadas diferencas
significativas nos valores de TEWL do grupo 3 que utilizou a formulagdo F3-CLN (fotoprotetor
com nanoparticulas contendo quercetina) quando comparados com os valores basais (Figura

52).

Figura 52. Perda transepidérmica de 4gua (TEWL) na regido malar da face nos tempos iniciais
e ap6s 30 e 60 dias da utilizagdo das formula¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), Grupo 3 (F3-CLN) * Diferenga significativa em relacdo a medida inicial (basal)
(p<0.05).
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6.10.2 Conteudo aquoso do estrato corneo

No parametro de conteudo aquoso do estrato corneo, foi possivel observar que houve
aumento estatisticamente na hidratagdo com aplicacao das formulagdes F3-VE (Grupo 2), F3-
CLN VZ (Grupo 1), porém a formulagdo F3-CLN (Grupo 3) teve elevagdo significativamente

superior quando comparado aos valores (Figura 53).
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Figura 53. Conteudo Aquoso do Estrato Corneo na regido malar da face nos tempos iniciais e
apos 30 e 60 dias da utilizacao das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), Grupo 3 (F3-CLN) * Diferenga significativa em relacdo a medida inicial (basal)
(p<0.05).
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6.10.3 Avaliacdo do microrrelevo cutineo

No estudo do microrrelevo cutaneo, foi possivel notar diferencas significativas no
parametro da rugosidade da pele (SER) (Figura 54) no grupo 3 que utilizou a formulagio
fotoprotetora com nanoparticilas contendo quercetina ap6s 60 dias quando comparado com os
valores basais. Os outros grupos nao sofreram alteracdes estatisticamente significativas quando

comparados com os valores basais.
Figura 54. Rugosidade da pele (SER) na regido malar da face nos tempos iniciais € apds 30 e

60 dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE),
e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenca significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 55. Topografia da pele antes da utilizagdo das formulagdes (T0) depois de 30 dias (T30)
e 60 dias (T60) da aplicagdo das formulagdes: Grupo 1- Formula F3-CLN VZ, Grupo 2-
Formula F3-VE, Grupo 3- Formula F3-CLN.

Grupo 1- Formula F3-CLN VZ

Grupo 2- Formula F3-VE
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No parametro de descamacgdo da pele (SEsc) (Figura 56), foi possivel notar diferencas
significativas nos grupos 1 (formulac¢ao F3-VE) e grupo 3 (formulagdo F3-CLN) e tendéncia a
diminui¢ao do grupo 2 (formulagdo F3-CLN VZ). J4 o parametro CR-2 (rugosidade da pele)

(Figura 57) apresentou diminui¢do significativa para o grupo 3 com relagdo aos valores basais.

Figura 56. Descamagdo da pele (SEsc) na regido malar da face nos tempos iniciais e ap6s 30 e
60 dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE),
e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenca significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 57. Parametro Rt-2 (Rugosidade da pele) na regido malar da face nos tempos iniciais e
apos 30 e 60 dias da utilizacao das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferencga significativa em relacdo a medida inicial (basal)
(p<0.05).

Rt-2
40-

97



Para o pardmetro de maciez da pele (SEsm) (Figura 58) ndo foram notadas diminuigdes
significativas nos grupos de estudo, porem no pardmetro SEW (Numero e rugosidade da pele)
(Figura 59) foi possivel observar diminui¢do significativa do grupo 3 (formulagdo F3-CLN)

apos 60 dias.

Figura 58. Maciez da pele (SESM) malar da face nos tempos iniciais e ap6s 30 e 60 dias da
utilizagdo das formulac¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e Grupo 3
(F3-CLN).
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Figura 59. Rugas da pele (SEW) malar da face nos tempos iniciais e apos 30 e 60 dias da
utilizagdo das formulac¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e Grupo 3
(F3-CLN). * Diferenca significativa em relagdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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6.10.4 Quantificacdo de melanina e Eritema

Na andlise do indice de eritema (Figura 60) dos diferentes grupos foi observado
diminui¢ao significativa apenas no grupo 3 que utilizou a formulagdo com nanoparticulas com
quercetina ap6s 60 dias. Ja o indice de melanina ndo houve diferencas estatisticas entre os
tratamentos, porém foi observado uma tendéncia do grupo 3 na diminui¢do desse pardmetro
(Figura 61). Entretanto, conforme observado pelas imagens obtidas pelo equipamento
Visioface® 1000 D (Courage-Khazaka, Alemanha) foi possivel observar clareamento das

manchas do rosto das voluntarias do grupo 3 (Figuras 62 a 64).

Figura 60. indice de Eritema da regidio malar da face nos tempos iniciais ¢ ap6s 30 e 60 dias
da utilizag¢ao das formulag¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e Grupo
3 (F3-CLN). * Diferenga significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 61. indice de Melanina da pele da regido malar da face nos tempos iniciais ¢ apds 30 e
60 dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE),
e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenca significativa em relacdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 62. Imagens de alta resolugdo da pele com o equipamento Visioface® 1000 D (Courage-
Khazaka, Alemanha) obtida de uma participante do Grupo 2 (formulagdo F3-VE) antes (TO0) e
depois de 60 dias (T60) da utilizacdo da formulagdo do rosto e regido malar direita.
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Figura 63. Imagens de alta resolugdo da pele com o equipamento Visioface® 1000 D (Courage-
Khazaka, Alemanha) obtida de uma participante do Grupo 3 (formulacdo F3-CLN) antes (TO)
e depois de 60 dias (T60) da utilizagao da formulagdo do rosto e regido malar direita.
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Figura 64. Imagens de alta resolugdo da pele com o equipamento Visioface® 1000 D (Courage-
Khazaka, Alemanha) obtida de uma participante do Grupo 1 (formulagdo F3-CLN VZ) antes
(TO) e depois de 60 dias (T60) da utilizacdo da formulacdo do rosto e regido malar direita.
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6.10.5 Avaliaciao por Imagem da capacitincia da pele

Na avaliag¢do por imagens da capacitancia da pele na regido malar da face, foi notada
uma diminui¢ao significativa do pardmetro Mean GL (Figura 70) e aumento do parametro Gray
Index do grupo 3 (Figura 68). Bem como, foi observado uma diminuicdo da anisotropia do
grupo 1 (formulagdo com nanocarreadores sem quercetina) e grupo 3 (formulacdo com

nanocarreadores com quercetina) apos 30 e 60 dias de uso (Figura 69).

Figura 65. Imagens da capacitancia da pele obtida de uma participante do Grupo 2 (formulacao
F3-VE) antes (T0) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizagdo da formulagao.
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Figura 66. Imagens da capacitancia da pele obtida de uma participante do Grupo 3 (formulacao
F3-CLN) antes (T0) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizagao da formulagdo.
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Figura 67. Imagens da capacitancia da pele obtida de uma participante do Grupo 1 (formulacao
F3-CLN VZ) antes (T0) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizagdo da formulagao.
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Figura 68. Parametro Graylndex na regido malar da face nos tempos iniciais e apds 30 e 60
dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e
Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenga significativa em relagdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 69. Parimetro Anisotropia na regido malar da face nos tempos iniciais e apds 30 e 60
dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e
Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenga significativa em relagdo a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 70. Parametro Mean GL (nivel de cinza) na regido malar da face nos tempos iniciais e
apos 30 e 60 dias da utilizacao das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenga significativa em relacdo a medida inicial (basal)
(p<0.05).
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6.10.6 Elasticidade da pele

Com base na andlise dos dados dos diferentes parametros pode-se observar que apos 60
dias da utilizacdo das formulagdes houve um aumento da viscoelasticidade da pele (R6) (Figura
73) do grupo 3 que utilizou a formulacao F3-CLN. J& o parametro elasticidade bioldgica da
pele (R7) (Figura 74) apresentou uma tendéncia no aumento do grupo 3. Os demais parametros,

R2 (Figura 71) e RS (Figura 72), ndo apresentaram alteracdes significativas.

Figura 71. Elasticidade bruta da pele (R2: Ua/Uf) da regido malar da face nos tempos iniciais
e ap6s 30 e 60 dias da utilizagdo das formula¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN).
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Figura 72. Elasticidade liquida da pele (R5: Uv/Ue) da regido malar da face nos tempos iniciais
e ap6s 30 e 60 dias da utilizagdo das formulac¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN).
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Figura 73. Viscoelasticidade da pele (R6: Uv/Ue) da regido malar da face nos tempos iniciais
e ap6s 30 e 60 dias da utilizagdo das formula¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo
2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferencga significativa em relacdo a medida inicial (basal)
(p<0.05).
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Figura 74. Elasticidade bioldgica da pele (R7: Ur/Uf) da regido malar da face nos tempos
iniciais e apos 30 e 60 dias da utilizagdo das formulagdes (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ),
Grupo 2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN).
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6.10.7 Ecogenicidade e espessura da derme

Apbs a andlise dos grupos de estudo com o ultrassom de alta frequéncia, foi possivel
observar que nio houve alteragdo na espessura da derme na regido malar dos grupos (Figura
75). No parametro relagdo de ecogenicidade foi possivel notar um aumento significativo apos
60 dias em todos os grupos, destacando o grupo 3 que apresentou uma diminui¢do significativa

apos 60 dias de uso (Figura 76).

Figura 75. Relacdao de ecogenicidade (nimero de pixels baixos/ numero total de pixels) da
regido malar da face nos tempos iniciais e apds 30 e 60 dias da utilizacdo das formulagdes
(média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e Grupo 3 (F3-CLN). * Diferenca
significativa em relacdao a medida inicial (basal) (p<0.05).
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Figura 76. Espessura da derme da regido malar da face nos tempos iniciais e apds 30 e 60 dias
da utilizag¢ao das formulag¢des (média + DP): Grupo 1 (F3-CLN VZ), Grupo 2 (F3-VE), e Grupo
3 (F3-CLN).
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Figura 77. Imagens ilustrativas do ultrassom Dermascan® de participantes do Grupo 2
(formulagdo F3-VE) antes (TO) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizagdo da
formulagdo. Escala de cores da ecogenicidade: branco > amarelo > vermelho > verde > azul >
preto. Pixels claros indicam alta ecogenicidade e escuros (segmentados), baixa.
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Figura 78. Imagens ilustrativas do ultrassom Dermascan® de participantes do Grupo 3
(formulagdo F3-CLN) antes (TO) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizacdo da
formulagdo. Escala de cores da ecogenicidade: branco > amarelo > vermelho > verde > azul >

reto. Pixels claros indicam alta ecogenicidade e escuros (segmentados), baixa.
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Figura 79. Imagens ilustrativas do ultrassom Dermascan® de participantes do Grupo 1
(formulagdo F3-CLN VZ) antes (T0) e depois de 30 (T30) e 60 dias (T60) da utilizagdo da
formulagdo. Escala de cores da ecogenicidade: branco > amarelo > vermelho > verde > azul >

preto. Pixels claros indicam alta ecogenicidade e escuros (segmentados), baixa.
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6.11 PERCEPCAO DA EFICACIA CLINICA

Neste estudo, as participantes compararam por meio de um questionario, como elas
percebiam sua pele antes e apds o uso das formulagdes. Nas Figuras 81 a 83 estdo as
porcentagens sobre hidratagdo, manchas e maciez da pele antes (T0) e depois de 60 dias (T60)

em relagdo a cada grupo.

Figura 80. Distribui¢do do parametro “Hidratacdo” antes do inicio do estudo clinico (TO) e

apos 60 dias (T60) de utilizacao das formulacdes de cada grupo avaliado.
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Minha pele ndo esta ressecada ® Minha pele esta um pouco ressecada
B Minha pele esta muito ressecada Minha pele estd hidratada

Figura 81. Frequéncia do pardmetro “Manchas” antes do inicio do estudo clinico (T0) e apods

60 dias (T60) de utilizacao das formulacdes de cada grupo avaliado.
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® Minha pele tem muitas manchas escuras
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Figura 82. Distribui¢do do parametro “Maciez” antes do inicio do estudo clinico (T0) e apo6s

60 dias (T60) de utilizacao das formulacdes de cada grupo avaliado.
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As participantes do grupo 3 relataram os maiores indices para “Maciez” (Figura 82),
“Hidratacdo” (Figura 80) e “Manchas” (Figura 81) apds 60 dias de utilizagdo da formulagao
F3-CLN. Os outros grupos também obtiveram aumento nesses indices. No geral, foi observado
que as participantes avaliaram os efeitos da formulagdo utilizada como “Excelente” (30%) e
“Muito boa” (27%) (Figura 83) e 75% relataram que comprariam a formulacdo avaliada durante

o estudo clinico (Figura 84).
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Figura 83. Frequéncia sobre os efeitos observados pelas participantes apos 60 dias (T60) de

utilizagdo das formulagdes.

De forma geral, como vocé avaliaria o
efeito da formulagdo na sua pele?

9% 0%

Excelente
= Muito Boa
= Bom
27% Regular

= Ruim

= Pessima

34%

Figura 84. Avaliacdo da inten¢do de compra das formulagdes objeto do estudo clinico

Vocé compraria o produto?

= Sim

= Ndo
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7. DISCUSSAO
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A pesquisa e desenvolvimento de formulagdes fotoprotetoras seguras, estaveis e
eficazes, com alta capacidade de prote¢do ¢ fundamental para evitar queimaduras solares,
envelhecimento da pele e fotodermatoses. Para tal, ¢ necessaria a escolha criteriosa das matérias
primas que compde a formulag@o, como elas interage, considerando sua influéncia na aceitagao
do produto e adesao do mesmo (SHIRATA & MAIA CAMPOQOS, 2016).

Uma formulagao fotoprotetora ¢ capaz de absorver e/ou refletir a luz UV e pode exibir
diferentes texturas de acordo com o veiculo. Dessa forma, é necessario o conhecimento da
morfologia e fisiologia da pele, além das matérias-primas da formulagao, pois a interagdo entre
o produto cosmético e o sistema bioldgico estd diretamente relacionada a seguranga e eficacia
do mesmo (LUKIC et al, 2012; FOSSA SHIRATA & CAMPOS, 2017). Ao mesmo tempo, a
utilizacdo de substancias de origem natural com atividade antioxidante em formulagdes
cosméticas estd em evidéncia em virtude do seu potencial fotoprotetor. Nesse contexto, no
presente estudo foram desenvolvidas formulagdes fotoprotetoras, contendo ou ndo quercetina
nanoencapsulada, as quais foram submetidas a andlise das propriedades sensoriais e de textura,
bem como a estudos de eficacia clinica ap6s uma unica aplicacao (efeitos imediatos) e apos 60
dias.

O projeto foi iniciado pela etapa de desenvolvimento dos Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados (CLNs) contendo ou ndo quercetina, a base de lipidios de fontes vegetais,
entre eles a manteiga Illipé e o 6leo de caléndula. A andlise do tamanho, indice de polidispersao
(PdI) e potencial zeta sdo critérios importantes durante o desenvolvimento de nanoparticulas,
pois esses fatores afetam a taxa de liberagdo da substancia ativa encapsulado, a
biodisponibilidade, captagdo celular de agua e difusdo de proteinas para o interior das
nanoparticulas (PARDEIKE et al, 2009). Dados da literatura relatam que as CLNs apresentam
tamanho em torno de 210nm, enquanto as NLSs apresentam tamanhos superiores (297nm)
quando preparados com o mesmo procedimento, tipo e concentragdes de tensoativos e lipidios
(BAHARI & HAMISHEHKAR, 2016).

Apesar do valor baixo do potencial zeta, -18 + 0,75 para particula sem antioxidante
encapsulado e -22 + 0,48 para particula com antioxidante encapsulado, o tensoativo nao-idnico
utilizado na producdo das CLNs, pluronic F68, mantém a formulagdo estavel devido a
estabilizacdo eletrostatica das nanoparticulas. Em geral, valores entre -15 ¢ -30mV s3o comuns
para estabilizar sistemas nanoparticulados, conferindo a estabilidade por carga as particulas,
por tanto foram descritos como aceitdveis para administracao topica (GASPARI et al.; 2014;

ZIELINSKA & NOWAK, 2016; SOUZA & CAMPOS, 2017).
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Além disso, foi observado eficiéncia de encapsulamento de 98%. Conforme descrito na
literatura, nanoparticulas com matriz lipidica com muitas imperfei¢des levam ao aumento da
eficiéncia de encapsulamento da substancia ativa, devido a entropia do lipidio que fornece
espaco para aprisionamento das moléculas da substancia ativa (MULLER et al., 2002). As
CLNs sdo biodegradaveis e biocompativieis com a pele humana, exibem alta estabilidade fisica,
sdo facilmente escalonaveis e podem encapsular substincias ativas insoliveis em &gua,
caracteristicas obtidas pela composi¢cdo formada por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos
(CARVALHO et al., 2019).

Na etapa de desenvolvimento das formulagdes fotoprotetoras foram estabelecidos
alguns critérios para selecdo das matérias primas e escolha das concentragdes ideais de cada um
deles, visando a obten¢do de formulagdes fotoprotetoras com alta protecao, sensorial agradavel
e com efeitos clinicamente comprovados. Tais critérios compreenderam: as formulagdes
deveriam ser emulsdes O/A, permanecerem estaveis frente a adi¢do dos filtros solares e dos
nanocarreadores e apresentar propriedades sensoriais compativeis as finalidades propostas, sem
deixar residuo oleoso ou esbranquicado na pele possibilitando maior adesdo as participantes
durante o estudo clinico. Além disso, as formulacdes deveriam ter os valores de pH das
compativeis com os nanocarreadores e com a pele, além de apresentar FPS 30 e espectro de
acdo que inclua a radiacdo UVA e UVB.

Inicialmente, foi desenvolvida uma formulagdo fotoproterora denominada F1. As
porcentagens de cada componente foram definidas com prévia consulta aos seus respectivos
informes técnicos, na qual foi avaliado o Corn Starch Modified (amido de milho) e Ammonium
Acryloyldimethyltaurate/VP Copolymer como modificador reoldgico, e a base auto
emulsionante Polyglyceryl-6 Distearate (and) Jojoba Esters (and) Polyglyceryl-3 Beeswax
(and) Cetyl Alcohol, o qual apresenta boas propriedades sensoriais € € compativel com as
demais matérias-primas da formulacdo. Porém, apds 30 dias do estudo de estabilidade da
formulagdo, observou-se diminuicdo da viscosidade, caracteristica resultado principalmente
pela presenca do Corn Starch Modified.

Com relagao aos filtros solares da formulacao F1, optou-se inicialmente pela associagdo
dos filtros Bis-Ethylhexymetoxyphenyl Triazine (BEMT - Tinosorb S®), Diethylamino
hydroxybenzoyl hexyl benzoate (DHHB - Univul A Plus®), e Methylenebis-benzotriazolyl
Tetramethylbutylphenol (MBBT — Tinosorb M®), com um valor de FPS estimado de 30,
segundo simulador online da Basf, Sunscreen Simulator. No entanto, durante a avaliagdo do

comportamento reoldgico e perfil de textura foi observado sinais de instabilidade. Assim, foi
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utilizado o filtro Ethylhexyl Triazone (EHT — Univul T150®) em associagdo com os demais
filtros para melhor estabilidade das formulag¢des, mantendo o mesmo FPS estimado de 30 para
as formulagdes F2 e F3. Os filtros BEMT e MBBT sdo absorvedores da radiacdo UV de amplo
espectro, eficazes contra os raios UVA e UVB, o DHHB ¢ um filtro UVA e o EHT ¢ um filtro
UVB, proporcionando uma boa prote¢do na regido UV (SOUZA, 2006).

Dando continuidade aos estudos, foi desenvolvida a formulagdo F2, na qual foi o Corn
Starch Modified foi substituido pelo emulsificante polimérico Acrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate
Crosspolymer (Pemulen TR2®), o qual ¢ utilizado no desenvolvimento de fotoprotetores como
estabilizador de emulsdo 6leo em agua e auxilia no sensorial (LUBRIZOL, 2012). Além disso,
foram utilizados dois sistemas emulsionantes: Polyglyceryl-6 Distearate (and) Jojoba Esters
(and) Polyglyceryl-3 Beeswax (and) Cetyl Alcohol (Emullium Melifera®) e Behenyl Alcohol,
Polyglyceryl-10 Pentastearate, Sodium Stearoyl Lactylate (Nikkomulese 41®), e feitos ajustes
na concentracdo dos silicones, butilenoglicol, glicerina e a incorporagdo dos filtros solares foi
feita diretamente na fase oleosa da emulsao.

A base emulsionante Polyglyceryl-6 Distearate (and) Jojoba Esters (and) Polyglyceryl-
3 Beeswax (and) Cetyl Alcohol apresenta em sua composicao ésteres de cera de jojoba, cera de
abelha e poligliceral, com certificaggo ECOCERT® GREENLIFE de acordo com o padrdo
COSMOS de cosméticos organicos e naturais (GATTEFOSSE, 2017). Entretanto, a base ¢é
isenta de PEG e, devido a alta carga oleosa dos filtros solares, foi utilizado associado a base
autoemulsionante Behenyl Alcohol, Polyglyceryl-10 Pentastearate, Sodium Stearoyl Lactylate,
a qual promove estabilidade das formulagcdes em ampla faixa de temperatura, pois forma uma
estrutura reticular de gel acompanhada por cristais liquidos lamelares e também apresenta boa
compatibilidade com a pele sendo utilizado principalmente em fotoprotetores resistentes a agua
(NIKKOL, 2005).

Por fim, para o cumprimento dos objetivos relacionados a avaliacdo da eficacia clinica
e propriedades sensoriais agradaveis, foi desenvolvida a formulagdo F3, acrescentando silica a
formulagdo a fim de melhorar as propriedades sensoriais e obter uma formulagdo sem residuo
oleoso. Uma vez que o modo de preparo e demais componentes adicionados as formulagdes
fotoprotetoras podem influenciar nas caracteristicas fisicas-mecanicas, alterar o FPS e a eficacia
da mesma, foram avaliadas diferentes maneiras de incorporacdo dos filtros solares a
formulagdo. Desta maneira, de acordo com a experiéncia do grupo de pesquisa, durante o

desenvolvimento da formulag¢do F3 os filtros solares foram incorporados a fase oleosa apds
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dispersdao em Paraffinum Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol (base de
absorcao de lanolina) (GIANETI, 2013).

Apds o desenvolvimento das formulagdes F1, F2 e F3 foi realizado estudo de
estabilidade preliminar para garantir que as formulagdes desenvolvidas possuissem valores de
pH, aspectos de homogeneidade e organolépticas adequadas para aplicagdo cosmética e com
estabilidade adequada para utilizacdo durante o estudo clinico. As formulagdes F2 e F3 foram
avaliadas acrescidas com os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados contendo quercetina
(CLN), quercetina livre (QT), acrescidas Carreadores Lipidicos Nanoestruturados sem
quercetina (CLN-VZ) e a formulagdo fotoprotetora sem substincias ativas (VE). Ja a
formulagdo F1 foi avaliada apenas acrescida com os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados
contendo quercetina (F1-CLN), quercetina livre (F1-QT) e a formulacdo fotoprotetora sem
substancias ativas (F1-VE).

Apos trinta dias de armazenamento a 25,0 = 2,0°C, 4,0 + 2,0°C e 45,0 £ 2,0°C, a
inspecao visual das formulagoes F1, F2 e F3 contendo ou ndo CLNs ou quercetina, ndo mostrou
sinais de instabilidade na aparéncia, cor, odor e o teste de centrifugacdo ndo resultou em
separacao de fases ou precipitagdo. Os valores de pH permaneceram dentro da faixa 6tima de
pH para formulagdes tdpicas, entre 5.5 e 6.5, sem oscilagdes significativas no periodo
demonstrando que todas as formulagdes apresentaram comportamento estavel.

O estudo reoldgico de formulagdes fotoprotetoras desempenha papel fundamental na
avaliagdo da estabilidade e eficiéncia desses produtos, pois com esse estudo ¢ possivel analisar
se a formulagcdo manteve suas propriedades fisicas ao longo de determinado periodo de tempo
e em diferentes condi¢des de temperatura (GASPAR & MAIA CAMPOS, 2003). Por meio do
estudo reologico € possivel avaliar o desempenho do produto desenvolvido sob uma variedade
de condigdes, como as propriedades sensoriais, a capacidade de espalhabilidade na pele e a
facilidade de remocao do produto da embalagem final.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel notar que as formulagdes F1, F2 e F3 sao
fluidos ndo newtonianos, o que significa que sua viscosidade ¢ dependente da taxa de
cisalhamento, com indice de fluxo menor que 1, o que ¢ desejavel em produtos cosméticos,
pois, pode facilitar sua aplicagdo e espalhamento e conferir um sensorial agradavel (MARTO,
2016). Entretanto, os parametros reoldgicos evidenciaram instabilidade na formulagdo F1, uma
vez que esta apresentou diferengas na analise reoldgica quando comprada com as formulagdes
F2 e F3. O indice de consisténcia, viscosidade minima aparente e a area de histerese das

formulagdes F1 aumentaram apo6s a armazenagem a 25,0 £ 2,0°C, 4,0 + 2,0°C e 45,0 + 2,0°C,
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o qual foi mais evidente quando foi adicionado os carreadores lipidicos (F1-CLN) o qual
apresentou maiores variagdes durante o periodo de estudo.

Depois da celulose, o amido ¢ o segundo biopolimero mais abundante na natureza e possui
caracteristicas de gelatinizagdo e filmogena. Devido a essa capacidade, sdo amplamente
utilizados em formula¢des cosméticas como modificadores reoldgicos auxiliando no aumento
da estabilidade e como modificadores de sensorial (ALVES et al, 2007). Apos o aquecimento
associado ao excesso de agua ocorre o intumescimento irreversivel, porém limitado dos
granulos, os quais se tornam muito sensiveis a estresses mecanicos e térmico ou a acidez do
meio, podendo agrupar os polimeros de amido e danificar o gel formado (CEREDA, 2002;
SILVA et al., 2006). Dessa forma, as redes poliméricas do amido conseguem manter os filtros
sem separacdo de fase, mas ha uma possivel agregacdo de particulas que resulta em uma
instabilidade e comprometimento das caracteristicas fisico-mecanicas da formulagao F1.

A viscosidade minima aparente ¢ considerada a medida da resisténcia de um material ao
fluxo, sendo que, formulagdes com altos valores de viscosidade sdo mais dificeis de espalhar e
pegajosas devido a resisténcia da formulagdo ao fluxo (LEE et al., 2009; CALIXTO & MAIA
CAMPOS, 2017). As formulagdes F3, contendo ou ndo CLNs ou quercetina apresentou os
menores valores de viscosidade minima aparente, o qual ¢ calculado a partir do ponto méximo
de cisalhamento, e ndo apresentou variagdes nesse parametro durante todo periodo de estudo,
ao contrario da formulacao F1 e F2.

As formulagdes apresentaram area de histerese, ou tixotropia, uma caracteristica natural
de formulacdes pseudoplasticas e adequado em determinados produtos cosméticos para
aumentar a estabilidade ou facilitar aplicagdo do produto, produzindo uma pelicula protetora
sob a superficie da pele, caracteristica importante para um FPS mais alto (GASPAR & MAIA
CAMPOS, 2003; SOUZA & CAMPOS, 2017). Porém a tixotropia das formulagdes F1 e F2 foi
maior quando comparados com as formulagdes e F3 que apresentaram menores variagdes ao
longo do tempo. Emulsdes com altos valores de tixotropia em geral podem apresentar valores
de FPS mais baixos, por ndo haver recuperagdo suficiente da estrutura para formar um filme
uniformemente distribuido, pois a formulacdo continua a fluir através dos sulcos da pele
(HEWITT & DAHMS, 1996).

Dahms (1994) estudou a influéncia da tixotropia na absor¢do do UV de formulagdes de
emulsdo de protecdo solar comparando os valores de FPS in vitro e observou que a protecao
ideal da pele s6 € possivel quando a preparagdo cobre toda a area a ser protegida. No entanto,
areas de histerese maiores implicam em posterior recuperagdo da viscosidade e

consequentemente baixa uniformidade do filme e ao fluxo do produto sobre a pele. Gaspar &
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Maia Campos (2003) relataram que emulsdes com altos valores de tixotropia apresentaram
valores mais baixos de FPS. Sendo assim, as formulagdes ideais seriam aquelas com menor
tixotropia, ou seja, menor area de histerese, e o efeito de prote¢do UV na pele também ¢
dependente do comportamento reoldgico da formulagao.

A maneira como os filtros UV foram incorporados e a associagdo da quercetina e CLNs
influenciaram no comportamento, bem como na estrutura organizacional da formulagdo. A
formulagdo F2 precisou de 14 dias para organizar sua estrutura e se tornar estavel e apresentou
valores maiores de tixotropia apds 30 dias de avaliagdo. Por outro lado, a formulagdo F3
apresentou menor variagdo ao longo do tempo e menor tixotropia, indicando uma formulagao
mais estavel. Osterwalder et al (2014) relataram influéncia benéfica de espessantes em
formulagdes fotoprotetoras, afirmando que dependendo da escolha dos emolientes e
emulsificantes a formulacdo apresenta alteragdes no comportamento reoldgico relacionados a
diminui¢do da viscosidade o que pode contribuir com o aumento da area de histerese.

As diferencgas observadas entre os valores da taxa de tensdo e cisalhamento entre os
fotoprotetorares contendo quercetina e as nanoparticulas sdo resultado das forcas entre as
nanoparticulas retidas e do tipo de interagdes entre elas (eletrostaticas versus estéricas) que
controlam o comportamento de escoamento das formulagdes semi-solidas. O tipo de lipidio
afeta a viscosidade da formulacdo, devido as diferengas na estrutura quimica e ao comprimento
das cadeias de 4cidos graxos lipidicos usados para formular os CLNs e o tamanho de particula
maior dos CLNs poderia contribuir no bloqueio da radiagdo UV. Portanto, a incorporacao de
CLNs com quercetina em uma formulacao fotoprotetora aumenta o tempo para reconstituir sua
viscosidade apo6s o espalhamento, gerando uma pelicula protetora sobre a pele, contribuindo
para a estabilidade e desempenho do produto (KAMEL & MOSTAFA, 2015; JOSE & NETTO,
2019).

Souza & Campos (2017) observaram que as nanoparticulas incorporadas em cosméticos
sdo estabilizadas pelas estruturas de rede tridimensionais do creme, o que poderia impedir a
aglomeragdo entre as particulas apds a incorporacdo em uma formulagdo semi-solida. Ao
fornecer pressdo a amostra, a estrutura confere ao sistema alguma rigidez e o sistema se
comporta como uma emulsdo, colaborando para a formagao de pelicula na pele e subsequente
efeito de oclusdo relatado para nanoparticulas lipidicas (MARTIN, 1993; PARDEIKE et al.,
2009). Portanto, avaliando o conjunto de varidveis que fazem parte do estudo reoldgico, a
formulagdo F3, desenvolvidas com os filtros solares dispersos em base de absor¢ao de lanolina,
contendo ou ndo carreadores lipidicos foi considerada mais estavel, pois apresentou menores

variagdes nos parametros analisados.
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Em paralelo ao estudo reoldgico foi realizado a avaliagdo do perfil de textura, definida
como uma combinacdo de caracteristicas mecanicas, geométricas e superficiais de um produto
percebido por meio de receptores mecanicos, sendo uma ferramenta de grande importancia para
o desenvolvimento de formulacdes tdpicas, pois possibilita entender qual a contribuicdo de
determinados componentes na formulagdo, além de ser um bom complemento para o estudo
reoldgico e sensorial (TAI et al, 2014; CALIXTO & MAIA CAMPOS, 2017).

Quando a anélise de textura ¢ realizada ha o movimento de intrusdo, onde o probe
analitico penetra na formulacdo a ser analisada, e o de extrusdo, que € o retorno desse probe.
Os parametros de firmeza e consisténcia sdo relacionados ao primeiro movimento da analise
representando as caracteristicas de rigidez da formulagdo. Consequentemente, quanto maiores
seus valores, maior a viscosidade que ela apresentara e, desta forma, mais dificil serd para uma
aplicagdo correta e agradavel do produto cosmético (LUKIC et al, 2012; TAI et al, 2014;
SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).

Os resultados mostram valores maiores no trabalho de cisalhamento, firmeza, dureza,
coesividade e pegajosidade para as formulagdes F1 (preparadas com amido de milho) e F2 (com
os filtros solares adicionados diretamente na fase oleosa durante o preparo). Para a éarea
cosmética esse tipo de caracteristica ndo ¢ muito bem aceita pelo consumidor e até mesmo no
processo de producdo, pois indica que as formula¢des poderdo apresentar problemas na
espalhabilidade, o que pode influenciar afetar as taxas de liberagdo dos CLNs e do seu
desempenho na protegdo solar (MARTO et al., 2016).

Em relagdo ao trabalho de cisalhamento, a perda de viscosidade causada pela adigdo do
amido de milho na formulacdo F1 teve como consequéncia um maior trabalho de cisalhamento.
Podemos justificar estas alteracdes fisicas e mecanicas pela perda de componentes aquosos em
uma formulacdo, onde ha um rearranjo da estrutura da emulsao.

Em contraste, as formulagdes F3 formuladas com silica, Acrrylates/C10-30 Alkyl
Acrylate Crosspolymer e com a adi¢do dos filtros solares apds a dispersdo em Paraffinum
Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol, foram caracterizadas com parametros
relacionados ao perfil de textura menores, exceto pela elasticidade. Este fendmeno pode ser
relacionado ao polimero emulsionante utilizado na formulagdo F3 que forma redes poliméricas
com a agua. Desse modo, quando ha adi¢do de filtros de carater oleoso a formulagdo, a
viscosidade da mesma e o trabalho de cisalhamento diminuem (LUBRIZOL, 2012; SHIRATA
& MAIA CAMPOS, 2016). Consequentemente, a utilizagdo da base liquida, uma mistura de

esterol derivado de lanolina em uma base inerte contendo agentes de acoplamento e anti-
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gelificagdo, possibilitou melhorar a estabilidade, perfil de textura e aparéncia da formulagdo
(CRODA, 2003).

Nesse contecto, a escolha das matérias-primas ¢ um dos passos mais importantes durante
o desenvolvimento de cosméticos, concomitantemente a caracterizagdo fisico-mecanica das
mesmas. Ceras, polimeros, surfactantes e outros ingredientes podem influenciar
significativamente em propriedades importantes das formulacdes como a estabilidade,
toxicidade, comportamento fisico, eficacia e percepc¢ao sensorial (TAI et al, 2014).

Além das analises de textura e reologia, a avaliagdo sensorial ¢ fundamental durante o
processo de desenvolvimento de cosméticos, uma vez que a aceitacdo do mercado consumidor
frente as caracteristicas sensoriais € essencial para a escolha e uso continuo do produto. Foi
avaliado as formulacdes F2-VE, fotoprotetor sem adicdo de substancias ativas com filtros
solares dispersos diretamente na fase oleosa; F3-VE, F3-CLN, F3-CLN-VZ e F3-QT,
fotoprotetores com e sem carreadores com os filtros solares incorporados imediatamente apos
a emulsificacdo a fase oleosa ap6s dispersdo em base de absor¢ao de lanolina com objetivo de
comparar se a forma de adi¢do dos filtros influéncia no sensorial bem como a incorporagdo de
substancias ativas que serdo utilizados durante o estudo clinico.

Desta maneira, foi possivel observar as formulagdes no geral tiveram boa porcentagem
aceitacdo pelas participantes do estudo, porém a formulacdo F3 obteve as maiores notas nos
parametros avaliados que as demais formulagdes com Acrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate
Crosspolymer (Permulen TR2®). Logo, o resultado foi coerente com o resultado das anélises
de Textura e reologia, uma vez que as formulagdes F3 sdo mais fluidas e, segundo a literatura,
tendem a apresentar melhores propriedades de textura, sensacdo ao toque e melhor
espalhabilidade (SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016). No enteando, a formulagdo F2-VE
apresentou valores maiores de cisalhamento e durante a andlise sensorial obteve as menores
notas, comportamento encontrado em outros trabalhos na literatura (CALIXTO et al., 2018b).

As formulagdes F3-CLN VZ, F3-QT e F3-CLN apresentaram caracteristicas sensoriais
semelhantes, porém no parametro determinante “Inten¢do de compra” a formulagdo contendo
o nanocarreador de quercetina proporcionou melhor espalhamento e devido a menor
consisténcia da formulacdo (SENGUPTA et al., 2016). Relacionando o presente resultado com
os resultados da reologia e textura foi possivel desenvolver uma formulagdo bem aceita pelas
participantes do estudo em relacdo aos parametros “facil de espalhar” e “auséncia de
pegajosidade”. Isso porque na andlise de espalhabilidade a formulacao F3-CLN apresentou

trabalho de cisalhamento menor do que as formulagdes que ndo continham nanoparticulas com
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quercetina, indicando que a eficacia terapéutica depende também da sua espalhabilidade
(SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).

Além da comprovagao das caracteristicas fisico-mecanica desejaveis, a comprovagao da
eficacia clinica tem grande importancia para que o produto final atenda as expectativas
relacionadas a melhora visivel das condigdes gerais da pele e melhor prote¢do solar da
formula¢do. A ANVISA recomenda que a determinacdo do FPS seja realizada por métodos in
vivo, aplicando estritamente os guias atualizados disponibilizados pela FDA e COALIPA.
Desta forma, apds a analise sensorial foi realizada avaliacdo do fator de protecao solar (FPS) in
vivo das formulagdes, uma vez que reflete a eficécia do filtro solar em relagdo a razdo entre a
dose minima pigmentaria na pele quando desprotegida e a dose pigmentaria na mesma pele
quando desprotegida (BRASIL, 2012b).

A andlise estatistica dos valores FPS in vivo foram significativamente diferentes (p
<0.05) para as formulag¢des F3-VE, F3-QT, F3-CLN e F3-CLN VZ. Por outro lado, o FPS das
formulagdes F3-CLN VZ e F3-CLN nao foram significativamente diferentes. Considerando
que os valores de FPS in vivo podem estar diretamente relacionados a reologia, a protegdo ideal
da pele s6 € possivel quando a formulacdo cobre uniformemente todo o microrrelevo da pele
(GASPAR & MAIA CAMPOS, 2003). Desse modo, o uso dos nanocarreadores permitiu uma
diminui¢do da viscosidade e tixotropia da formulagdo e proporcionou uma boa distribui¢ao do
filtro solar na pele e obtengdo de um FPS significativamente maior para as formulagdes F3-
CLN e F3-CLN VZ quando comparado com as formula¢des F3-VE e F3-QT, que apresentaram
valores de tixotropia e taxa de cisalhamento superiores.

Os filtros solares modernos propdem neutralizar varios tipos de danos na pele induzidos
pela radiagdo UV, como reacdes fotoalérgicas, rugas, queimaduras e ressecamento da pele.
Devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, estudos sugerem que a
quercetina pode prevenir danos na pele induzidos pela radiagdo UVB. Porém, Fahlman & Krol
(2009) demonstraram que a quercetina sofre lentamente a decomposic¢ao induzida pela radiacao
UV, resultando em produtos da degradacao do anel C ao longo de 11h e, quando a benzofenona
¢ adicionada, ocorre a conversdo de 90% dentro de 1h.

A radiacdo UV penetra profundamente na pele e os ingredientes ativas aplicados
topicamente apresentam uma fotoprotecdo satisfatoria quando sdo capazes de permear através
do estrato cérneo e alcancar camadas mais profundas da pele. Zhu et al (2016) demostraram
que nanoparticulas de PLGA-TPGS carreadas com quercetina podem auxiliar a superar a baixa
hidrofilicidade da quercetina e melhorar o seu efeito anti-UVB bloqueando a expressao de cox-

2 e a ativacdo de NF-kB, apresentando um efeito melhor do que a quercetina livre. Ademais, as
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nanoparticulas de quercetina permearam na epiderme e alcangaram a derme, auxiliando atenuar
alteracdes macroscopicas e histopatoldgicas associadas a irradiagdo UVB na pele de
camundongos.

Portanto, os valores de FPS in vivo obtidos para as formulagdes fotoprotetoras F3-VE e
F3-QT foram proximas provavelmente devido a baixa permeacao da quercetina e instabilidade
do flavonodide, o que resultou em valores de FPS similares ao obtido na formulagdo sem a
substancia ativa. Com rela¢do as formulagdes contendo nanoparticulas lipidicas houve um
aumento significativo do FPS quando comparado com a formulagdo sem quercetina (F3-VE).
As nanoparticulas lipidicas apresentam alto potencial para inibir a radiagdo UV, devido a
formacgao de um filme oclusivo na superficie da pele que pode espalhar e refletir a radiagao.
Uma melhor fotoprotecdo pode ser obtida apds a incorporagdo de nanocarreadores em
formulagdes fotoprotetoras, atuando como filtros fisicos e aumentando o FPS (JOSE &
NETTO, 2019).

A evaporagdo das moléculas de dgua depende do tamanho das particulas, portanto
quando o tamanho das particulas aumenta a taxa de evaporagdo das moléculas de d4gua também
diminui, pois, a superficie das particulas aumenta proporcionalmente, ou seja, ha mais
superficies onde a luz ¢ refletida, absorvida ou refletida auxiliando no aumento do FPS
(KAMEL & MOSTAFA, 2015; ROBERTS et al., 2017). Assim, a formulagao F3-CLN (com
quercetina encapsulada) apresentou um tamanho de particula de 137,4+0,24 e um FPS final de
58, enquanto a formulagdo F2-CLN VZ (sem quercetina encapsulada) apresentou um tamanho
de particulade 131,9 £ 0,22nm e o FPS final de 57, indicando que o tamanho das nanoparticulas
também pode influenciar na formagdo da camada protetora sobre a pele e contribuiu para o
aumento do FPS. Enfim, o uso de nanoparticulas em formulagdo fotoprotetoras apresenta-se
como uma op¢ao para aumento do FPS sem aumentar a quantidade de filtros quimicos UVA e
UVB e, por ser comporta por lipidios biocompativeis com a pele, podem adicionar
caracteristicas multifuncionais a formulagao final.

Ao lado do desenvolvimento tecnoldgico, o estudo da biologia da pele e o estudo das
interagdes entre o produto cosmético e a pele permite a elucidagdo dos mecanismos de agao,
bem como a obten¢do de produtos adequados a finalidade de uso. O Brasil € um pais com alto
indice UV e considerando que a intensidade do fotoenvelhecimento estd intimamente
relacionada ao grau de exposicdo aos raios UV, a pele jovem também pode apresentar
envelhecimento, o que pode impactar a autoestima e a qualidade de vida dos jovens. Durante a

triagem das participantes para o estudo clinico, foi avaliado por meio de questionarios os
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habitos de exposi¢do e prote¢do solar de uma amostra composta por 100 mulheres jovens com
média de idade de 27,5+ 2 anos entre janeiro e maio de 2019.

Observou-se uma maior prevaléncia na utilizagdo de filtro solar todos os dias, mesmo
em dias nublados. Segundo dados da literatura, a utilizagdo de prote¢do solar ¢ a principal
prevencao contra agravamentos como rugas ou perda da elasticidade natural da pele, além do
problema de cancer de pele que atinge boa parte da populagdo brasileira, tendo em vista que o
Brasil ¢ um pais tropical com alta incidéncia de luz solar (FOSSA SHIRATA et al, 2019).

Estudos apontam que a populagdo brasileira tem consciéncia desses riscos associados a
exposicao solar e conhece a importancia do fotoprotetor. Porém, ndo consegue criar o habito de
passar protetor solar ao longo prazo (INFANTE et.al, 2016). As participantes relataram
reaplicar o protetor solar apenas quando vao a praia ou a piscina ou ndo reaplicam no dia a dia,
sendo as principais justificativas ndo se expor muito ao sol, menos de uma hora, e a exposi¢ao
ao sol ¢ decorrente ao deslocamento de um lugar para outro ao longo do dia. Entre os locais de
aplicagdo do fotoprotetor, a maioria relatou aplicar no rosto o produto principalmente FPS 30 e
60. No entanto, para proteger contra a radiacdo ultravioleta, ¢ importante aplicar uma
quantidade suficiente de protetor solar em todos os locais expostos e, para conseguir isso,
segundo recomendac¢do da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) ¢ importante aplicar o
protetor solar antes da exposi¢do ao sol e reaplicar a cada duas horas (HEERFORDT et al,
2018).

De acordo com Hillebrand et. al. (2001) os primeiros sinais de fotoenvelhecimento
ocorreram em mulheres japonesas aos 20 anos de idade, com o aparecimento de rugas aos 30
anos. Outros autores mostraram que a origem de todos os sinais faciais de mulheres asiaticas
de 20 anos que ndo estavam relacionadas ao envelhecimento cronolégico, mas com a exposi¢ao
ao sol (FOSSA SHIRATA et al, 2019). Corréa (2015) demonstrou que as recomendagdes sobre
protecdo solar baseadas em pesquisas, principalmente nos EUA e na Europa, ndo sao adequadas
a realidade brasileira. O mesmo estudo mostrou que o indice solar na cidade de Sdo Paulo
(Brasil) foi significativamente maior do que em Paris (Franga). Portanto, destaca-se a
importancia dos habitos de fotoprotecdo desde os primeiros anos de vida para retardar o
aparecimento de altera¢des cutaneas causadas pela radiacdo solar.

Nos questiondrios de auto avaliagdo, as participantes relataram maior prevaléncia de
queixas relacionadas a pele oleosa, acne e poros, condizente com estudos anteriores do grupo.
A mulher esta preocupada com o que determinada alteracdo em sua pele pode acarretar
futuramente, buscando cosméticos que ndo sejam associados somente com a melhora da

aparéncia, mas também corrijam e/ou evitem determinada alteracdo como formulacdes que
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reduzam a oleosidade da pele (INFANTE et al, 2016). E importante compreender a interagdo
entre a formulacao e a pele do consumidor para uma maior adesdo, de modo que que o produto
final atenda as expectativas do mercado levando em consideracdo todas as suas peculiaridades
(SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2016).

O estudo clinico dos efeitos imediatos da aplicacao das formulagdes possibilita observar
a influéncia dos ingredientes utilizados na formulagdo sobre hidratacdo, fungdo barreira e
microrrelevo da pele. Em estudos recentes, a uniformidade e a espessura do filme do
fotoprotetor aplicado resultante do produto na pele sdo cruciais para a protegdo do sol.
Verificou-se que a distribuicdo do filme de quantidades iguais de filtro solar varia dependendo
da relagdo da fase oleosa e aquosa e das propriedades reologicas da formulagdo do filtro solar
(KORN et al, 2016).

No presente estudo, o Visioscan® VC98, (Courage & Khazaka, Colonia, Alemanha) foi
utilizado para avaliar o microrrelevo cutdneo. O equipamento fornece informacdes objetivas
sobre a refletancia especular da luz UVA. A luz UVA incidente é em parte transformada em
luz fluorescente apos a ativagdo de uma série de fluordforos especificos presentes na pele,
captando uma imagem da pele em 256 niveis de cinza, onde 0 equivale ao preto e 256 ao branco
(GIANETI, 2013). O protetor solar UVA depositado na superficie da pele diminuird a
fluorescéncia que atinge a superficie da pele, indicando a presenca de uma formulagdo sob a
pele (PIERARD et al., 2015).

No estudo dos efeitos imediatos, as formulagdes F3-CLN e F3-CLN VZ apresentaram
melhora mais pronunciada nos parametros rugosidade da pele (SEw) e maciez da pele (SEsm)
quando comparada com as formulagdes F3-VE e F3-QT. Esse resultado confirma os dados da
analise sensorial, no qual as participantes deram notas mais altas para o parametro “maciez da
pele” ap6s 5 minutos da aplicacdo da formulagdo CLN e CLN VZ, bem como os dados do FPS
in vivo, resultado do acumulo de nanoparticulas na superficie da pele que favoreceram a maior
uniformidade da barreira na pele € uma maior cobertura sobre os poros, consequéncia do efeito
oclusivo dos CLNs, diminuindo a rugosidade da pele (MULLER et al., 2002; PARDEIKE et
al., 2009).

Entretanto, para os parametros descamagdo da pele (SEsc) e aspereza da pele (SEr)
observou-se que ap6s 30 minutos da aplicagdo da formulagao F3-CLN os mesmos aumentaram.
Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que os filtros solares sdo particulas de alto
peso molecular e ndo devem exceder a quantidade recomendada na superficie epidérmica tanto
para seguranca (evitando possivel toxicidade) quanto para eficacia, pois o objetivo dessas

substancias ¢ proteger contra radiacdo UV na superficie da pele. Consequentemente, a formagao
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do filme protetor das nanoparticulas e deposi¢cdo dos filtros UV na superficie da pele pode
preencher a rugosidade e trazer melhor uniformidade ao microrrelevo da pele (PARDEIKE et
al., 2009; FOSSA SHIRATA & MAIA CAMPOS, 2017).

Verificou-se que as formulagdes CLN, CLN VZ e QT melhoraram a fun¢do de barreira da
pele em comparacdo com os valores basais, uma vez que diminuiu 0 TEWL e aumentaram o
contetido aquoso do estrato corneo. Devido a caracteristica lipidica dos CLNs e ao seu diametro
nanométrico, estas particulas podem atuar como oclusivas diminuindo ou evitando a perda de
agua transepidérmica e consequentemente aumentando a hidratacdo da pele, ocasionado pelo
diametro menor que 200nm das particulas lipidicas que formam filmes lipidicos mais
homogéneos (PARDEIKE et al., 2009; GASPARI et al, 2014; PIVETTA, 2018). Mesmo com
o aumento da hidratagdo da pele e diminui¢do do TEWL, nos outros parametros analisados a
formulagdo com quercetina livre ndo apresentou diferencgas estatisticamente significantes.

Portanto, as nanoparticulas lipidicas possuem propriedades adesivas e oclusivas. Eles
criam na superficie da pele uma protegdo filme, o que reduz a TEWL e permite a manutengao
do nivel adequado de hidratagdo. Em formulagdes cosméticas, CLNs s3o usados como
portadores de substancias ativas, contribuem para melhorar a penetracdo e distribuicdo da
substancia ativa (ZIELINSKA & NOWAK, 2016; SOUZA & CAMPOS, 2017; GARCES et
al., 2018).

Além da investigacao dos efeitos imediatos, a eficécia clinica das formulagdes foi avaliada
em longo prazo. Existem poucos relatos na literatura que demonstram a eficacia clinica da
associacdo de nanocarreadores em formula¢des cosméticas utilizando técnicas de biofisica e
analise de imagem da pele. Entretanto, apesar dos resultados da formulagdo F3-QT nao
demonstrarem instabilidade e comprometimento da seguranca, dados da literatura demonstram
que a quercetina pode exibir potencial fototoxico e fotoinstavel.

Pivetta e colaboradores (2019) avaliaram o potencial fototdxico de uma formula¢do com
quercetina livre, a qual apresentou potencial fototoxico. Porém, na avaliagdo com a quercetina
incorporada em carreador lipidico a mesma ¢ protegida da oxidagdo quimica e degradagdo
enzimatica e ainda preserva suas propriedades. Dessa maneira, durante o estudo a longo prazo
foi avaliada a eficécia clinica das formulacdes F3-VE, formulagdo fotoprotetora sem adi¢do da
substancia ativa, F3-CLN VZ, formulacdo fotoprotetora com nanocarreador sem quercetina,
F3-CLN, formulagdo fotoprotetora contendo nanocarreador com quercetina. As medidas
instrumentais foram realizadas na regido malar da face antes e ap6s 30 e 60 dias de uso da

formulagdo para comparar as alteragdes na pele provocadas pelo produto. Nao foi realizado um
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grupo controle neste estudo (grupo que ndo aplicou nenhuma formulagao fotoprotetora), devido
as questoes éticas.

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que as formulagdes F3-CLN e
F3-CLN VZ apresentaram melhores resultados na maioria dos parametros avaliados. A
utilizagdo da formulacdo F3-CLN VZ provocou melhora significante da hidratagdo, por
aumento o conteudo aquoso do estrato corneo e reducdo da anisotropia, bem como melhora na
ecogenicidade da derme. Em funcdo da variagdo interindividual, em alguns resultados ndo
foram estatisticamente significantes, porém mostraram tendéncia na diminui¢ao da rugosidade
da pele (SER), descamacao da pele (Sesc) e MeanGL.

A formulagdo F3-CLN atuou significativamente na diminui¢do da perda de agua
transepidérmica, pardmetro SER (rugosidade da pele), nimero e largura das rugas (Sew),
rugosidade da pele (R2), indice de eritema, anisotropia ¢ Mean GL, além do aumento da
hidratagdo, GrayIndex, viscoelasticidade da pele (R6) e ecogenicidade da derme.

A presenca de uma quantidade adequada de 4gua ¢ um requisito essencial para a
manuten¢do da estrutura e fun¢des normais do estrato cérneo. Sabe-se que as propriedades
elétricas da pele estdo relacionadas com o teor de 4gua do estrato corneo. Os hidratantes podem
agir de forma oclusivas, impedindo a evaporacao da umidade da pele formando um filme
gorduroso que evita a perda de 4gua, como € o caso dos 6leos e lipidios, ou como umectantes
que atuam atraindo a agua das outras camadas da epiderme para o estrato cdrneo.
Consequentemente, estudos com produtos hidratantes deve avaliar o aumento do teor de dgua
do estrato corneo e também a diminuigdo do TEWL, a fim de determinar seu mecanismo de
acdo (DAL’BELO et al., 2006; CLARYS & BAREL, 2017).

Os métodos biofisicos mais utilizados para avaliar a fun¢do barreira da pele sdo o
Corneometer® e¢ o Tewameter®. A avaliagdo da hidratagdo da superficie da pele fornece
informagdes importantes sobre a quantidade de dgua presente no estrato corneo. A perda de
agua transepidérmica (TEWL) representa a perda total de dgua da epiderme viavel e derme, por
difusdo através do estrato corneo para a superficie, originada das glandulas sudoriparas
(DAL’BELO et al., 2006; MACHADO et al., 2010; CLARYS & BAREL, 2017). Entretanto,
quando a integridade da pele esta danificada, o TEWL tende aumentar, o que poderia
comprometer a eficacia da funcdo barreira do estrato corneo (TICHOTA et al, 2014; SOUZA
& CAMPOS, 2017). Logo, as formulagdes fotoprotetoras sem adicdo de substancias ativas
(grupo 2) e a formulacdo fotoprotetora com nanoparticulas sem quercetina (grupo 1)

apresentaram aumento do conteido aquoso do estrato coérneo, enquanto as formulagdes
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adicionadas de nanocarreadores com (grupo 3) promoveu aumento significativo do contetido
aquoso do estrato corneo e reducdo significativa do TEWL.

Como apontado por muitos autores, as complexas propriedades de impedancia elétrica
da camada cérnea dependem do teor de 4gua dessa camada, mas também de uma variedade de
outros fatores (ions, proteinas, hidratantes, etc.) e qualquer alteragdo na estrutura do estrato
corneo pode estar associada a altera¢des na fungao barreira e na capacidade de retengdo de dgua
(LEVEQUE et al., 2006; CLARYS & BAREL, 2017). Recentemente um novo método de
mapeamento da capacitancia da pele foi desenvolvido, mostrando as diferencas detalhadas na
hidrata¢do do estrato corneo sobre a superficie da pele. O MoistureMap® utiliza um sistema de
imagem nao-optico da superficie da pele, as imagens sdo adquiridas e os valores da capacitancia
sdo transformados em um intervalo de 256 niveis de cinza para compor uma imagem. L.ogo, os
valores do nivel médio de cinza da imagem podem ser correlacionados com os valores dados
pelo Corneometer® e Tewameter® para se determinar o efeito de produtos na fun¢io de barreira
da pele e no equilibrio hidrolipidico do estrato corneo (XHAUFLAIRE-UHODA & PIERARD,
2009; CLARYS & BAREL, 2017).

Foi observado um aumento significativo no Graylndex do grupo 3 que utilizou a
formulagdo fotoprotetora contendo nanocarreador com quercetina apds 60 dias, indicando uma
maior distribui¢do de dgua na superficie da pele. Ao mesmo tempo foi observado diminui¢ao
do pardmetro MeanGL relacionado com os niveis médio de cinza e, quanto menor o numero
mais hidratado a pele. Deste modo, podemos sugerir que a formulagao F3-CLN foi mais eficaz
na manter a fun¢do barreira da pele. Este resultado foi decorrente da combinacdo de agentes
oclusivos e umectantes presentes nas formulagdes objeto de estudo associados com as
nanoparticulas com quercetina, o que promoveu a formagao de um filme oclusivo sobre a pele,
prevenindo a perda transepidérmica de agua e retendo sob o estrato cérneo.

Como demonstrado no estudo dos efeitos imediatos, todas as formula¢des promoveram
hidratagdo da pele, porém a associacdo de nanoparticulas lipidicas e quercetina levou a uma
hidratagdo mais eficiente por meio da formag¢do de um filme oclusivo que favoreceu a uma
maior cobertura sobre os poros. Essas propriedades estio relacionadas a composi¢ao fisiologica
dos CLNs que podem interagir com o estrato cérneo, criando um rearranjo lipidico, o que
facilita a penetracdo das moléculas. A hidratacio da pele por meio da aplicagdo das
nanoparticulas seria por dois mecanismos: pela formacdo de um filme oclusivo na superficie
do estrato cérneo que evita a perda de dgua transepidermica, e através do reforco da barreira do
filme lipidico da pele pela adesdo de nanoparticulas na superficie da pele (PARDEIKE et al,
2009; GARCES et al., 2018).
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O grau de oclusdo da pele € baseado no tamanho das particulas. Quanto menor o tamanho
das particulas, menor a perda de agua transepidérmica, enquanto quanto maior o tamanho das
particulas, mais agua evapora. Porém a associagdo da quercetina com as nanoparticulas
proporcionou uma maior uniformidade da cobertura do filtro solar sobre a pele, favorecendo o
aumento da protecdo solar e manutengio da hidratagio (MULLER et al., 2002; PARDEIKE et
al., 2009; LOO et al, 2013).

O método de suc¢do do Cutometer® permite a medigdo da viscoelasticidade da pele
humana, a qual ¢ relacionada com a idade, sexo e regido anatdmica. O principio de medi¢ao
baseia-se no método de sucg¢do que consiste na medi¢do da deformagdo vertical da superficie
da pele ap6s a aplicagdo do vacuo. A avaliagdo da elasticidade ¢ importante para estudos no
campo da dermatologia e cosméticos, ao passo que as propriedades mecanicas da pele
desempenham um papel fundamental na manuten¢do das caracteristicas normais da pele,
incluindo aparéncia, fun¢do de barreira, regulagdo da temperatura e de fungdes imunoldgicas
(EZURE et al., 2016; SOUZA, 2016; DOBREV, 2014).

Os resultados da avaliagdo da elasticidade bruta (Ua/Uf — R2), elasticidade liquida
(Ur/Ue — R5) apos 60 dias de utilizacao das formulagdes apresentaram valores semelhantes em
todos os grupos. As principais diferengas obtidas neste estudo sdo o aumento significativo da
porc¢do viscoelastica da pele (Uv/Ue - R6) para o grupo que utilizou a formulagdo F3-CLN.
Além disso foi observado uma tendéncia ao aumento da recuperagdo apos deformagdo (Ur/Uf
— R7) com relagdo ao grupo que utilizou a formulagdo F3-CLN, porém em fun¢do da variacao
interindividual, os resultados ndo foram estatisticamente significantes.

Os parametros de viscoelasticidade corroboram com os resultados obtidos sobre na
hidratacdo da pele, uma vez que foi observado um aumento da relagdo viscoelasticidade/
elasticidade da pele (Uv /Ue - R6) no grupo 3, que recebeu o fotoprotetor com nanoparticulas
com quercetina. Ue esta relacionado com a distensdo imediata da pele e reflete a espessura da
pele e rigidez, diminuindo durante o envelhecimento da pele. No entanto, a aplicagdo de
hidratantes e emolientes induz um aumento no parametro Uv, devido o amolecimento da
camada cornea e melhora da plasticidade da camada epidérmica. Ademais, o parametro Uv ¢
relacionado com a viscosidade do fluido intersticial, como resultado da quantidade total de
glicosaminoglicanos e coldgeno soluvel na derme. (DOBREV, 2000; DOBREV, 2014).

Alguns estudos sugerem que os parametros relacionados com a elasticidade da pele,
como a elasticidade liquida (Ur/Ue - RS), elasticidade bruta (Ua/Uf — R2) e elasticidade
biolégica (Ur/Uf — R7), sdo influenciados principalmente pelo envelhecimento cronolédgico

(LIU, 2007). De acordo com Dobrev (2014) a avaliagdo da elasticidade bioldgica (Ur/Uf) € um
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dos melhores pardmetros para andlise da elasticidade cutdnea uma vez que leva em
consideragdo também a por¢do viscoeldstica da pele e encontra-se reduzida tanto na pele
fotoenvelhecida quanto na envelhecida por fatores cronolédgicos.

No entanto, considerando que o grupo de participantes era jovem e com habitos de
fotoprotecao ndo foi observado diferencas significativas nos pardmetros R2 e R5. No entanto
foi observado uma tendéncia no aumento do pardmetro R7 no grupo 3 que utilizou a formulacao
com F3-CLN. O parametro R7 representa a razio entre a retragdo imediata e a distensdo final
do primeiro periodo de vacuo (Ur/Uf) e pode estar mais intimamente relacionado a elasticidade
da pele para o aspecto fisico, portanto, tem sido referido com a firmeza da pele (DOBREV;
2014; SOUZA & CAMPOS, 2017). Neste caso, também foi verificado a influéncia significativa
do antioxidante na melhora das condi¢cdes da pele, o que corrobora com os resultados
encontrados nos outros equipamentos.

A anisotropia da pele, condicdo de variabilidade das propriedades fisicas da pele
segundo dire¢des diferentes, onde o valor ¢ sempre maior que 1, exceto no caso de uma pele
isotropica, sendo que, quanto mais proximo de 1 menor seré a anisotropia, ou seja, menor sera
a desorganizacdo das fibras elasticas, o que reflete no aumento da firmeza da pele (GIANETI,
2013). Os valores de anisotropia do grupo 1, o qual utilizou a formulacao fotoprotetora com
nanoparticulas, apresentou diminui¢do significativa ap6s 30 dias de uso, no entanto o grupo 3,
que utilizou a formulagao fotoprotetora contendo CLN com quercetina, apresentou diminui¢ao
significativa apos 60 dias. Com os resultados obtidos nesse pardmetro, podemos observar que
os dados corroboram com os dados de hidratacdo e viscoelasticidade da pele, parametro ligado
com a densidade dos tecidos e a organizac¢do das fibras de colageno (RUVOLO et al, 2007).

A anisotropia da pele foi reconhecida no século 19 por Langer (1861), que mapeou as
linhas naturais de tensdo que ocorrem na pele. A resisténcia mecanica da pele ¢ principalmente
atribuida a matriz dérmica, que consiste predominantemente de colageno e elastina, permitindo
que a derme se deforme devido a pressdo e, a0 mesmo tempo, minimize a tensao sofre a pele e
espera-se que as propriedades da pele sigam também a anisotropia. Durante a infancia, a pele
responde isotropicamente a tensdo, enquanto na idade adulta esse comportamento tende a
regredir devido a perda de elastina e colageno (KHATYR et al, 2004; RUVOLO et al, 2007).

A analise do microrrelevo cutdneo apresenta grande importancia, uma vez que permite
por meio da avaliagdo de imagens obter uma medida indireta quanto a hidratagdo da pele, pois
o intumescimento das células da superficie da pele fica mais uniforme e com menos rugosidades
(FERREIRA et al, 2010). No presente estudo, houve melhora da rugosidade da pele devido a

diminui¢do significativa do parametro SER (aspereza) apds tratamento com a formulacio F3-
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CLN, e observou-se uma tendéncia de diminuicao também para as formulagdes F3-CLN VZ e
F3-VE. Para o parametro relacionado a descamacao da pele (SEsc), houve melhora significativa
os grupos que receberam as formula¢des F3-CLN e F3-VE, correlacionados com os dados
observados no estudo imediato e na analise sensorial bem como a analise sensorial. A melhora
do microrrelevo da pele por consequéncia da diminuicdo da rugosidade e pela formacdo de
filme foi mais pronunciada para a formulagdo CLN. Na andlise de maciez da pele (SEsm), todos
os grupos apresentaram resultados semelhantes.

Além disso, observou-se diminui¢do significativa do nimero e largura das rugas (Sew)
e rugosidade da pele (parametro R2) com a aplicacdo da formulagdo contendo nanoparticulas e
quercetina. Considerando que a pele seca ¢ caracterizada pelos altos valores de SER e Sew,
podemos sugerir que as formulagdes contendo nanoparticulas e quercetina possuem efeito
hidratante, proporcionando um aumento do conteudo hidrico das camadas mais profundas da
epiderme, e melhora da aparéncia da pele (PARDEIKE et al, 2009; GARCES et al., 2018).

Um dos principais efeitos cutaneo resultante do estresse oxidativo € o eritema, que pode
ser provocado experimentalmente por meios quimicos e fisicos, sendo a radiacdo UV mais
potentes na inducdo de reacdes eritematosas e podem ser quantificadas com grande precisao
por instrumentos que medem a vermelhiddo ou a quantidade de fluxo sanguineo capilar
(ANDREASSI et al, 2004). Em relagdo aos dados do Mexameter® ndo foram observadas
alteracdes significativas no pardmetro Melanina, porém foi observado uma tendéncia na
diminuigdo do indice do grupo 3 apds 60 dias de utilizagio da formulagdo. Ja o indice de
Eritema teve uma diminuicao significativa para a formulagdo com nanoparticulas e quercetina,
isso demonstra os efeitos protetores das formulagdes e a subsequente redugdo do eritema ¢
proveniente da utilizagdo da quercetina em nanoparticulas que auxilia na estabilidade e protecao
UV.

Dados da literatura demonstram que a quercetina exibe capacidade de bloquear a
inflamacdo induzida pela radiacdo ultravioleta via inativagdo de NF-kB em queratindcitos
primarios, além da preven¢ao de danos na pele induzidos pela radiacio UVB (CASAGRANDE
et al., 2006; VICENTINI et al., 2011). Porém devido a baixa permeacao e solubilidade em agua,
a utilizagdo de nanoestruturas possibilita melhoria da fotoestabilidade bem como a entrega
sustentada. Assim, o uso de carreadores lipidicos nanoestruturados promoveu a liberagao
controlada de quercetina e protegeu contra a degradagdo, permitindo a liberag¢do da substancia
ativa em locais especificos na pele. O filme protetor formado pelas CLNs reduz o
tamponamento dos condcitos que abrem algumas lacunas, facilitando a permeagdo cutanea da

substancia ativa encapsulado. Pivetta et al (2019) apresentou resultados do ensaio de
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penetragdo utilizando células de difusdo de Franz e a quercetina ndo foi detectada no estrato
coérneo, no entanto as nanoparticulas contendo quercetina aumentaram a penetracdo da
quercetina na pele em camadas mais profundas da epiderme e derme, provavelmente pelo efeito
oclusivo que altera a compactagdo das células levando a penetracdo da quercetina. Além disso,
a acdo antioxidante contra o estresse oxidativo, o fotoenvelhecimento e a inflamagao da pele
promovido pela quercetina ocorre principalmente nas primeiras camadas da pele e ndo sistémica
(HATAHET et al, 2016). Portanto o uso de nanocarreadores proporcionou maior estabilidade
para a quercetina e, por conta da sua atividade antioxidante, e auxiliou na melhora da
ecogenicidade da pele.

A espessura e a relacdo de ecogenicidade da derme estdo correlacionadas aos danos
causados pela radiagdo solar e fotoenvelhecimento cutineo e, portanto, tém sido empregados
para avaliar a eficacia de formulagdes anti-idade e fotoprotetoras empregando-se o ultrassom
de 20 MHz (GNIADECKA et al.,1994; SOUZA, 2016). A ultrassonografia ¢ um método nao
invasivo e de custo relativamente baixo. Foi usado pela primeira vez em dermatologia em 1979
para medir a espessura da pele. As unidades de ultrassom de 20MHz (alta frequéncia)
bidimensional (B-scan), disponivel desde a década de 1980, devido ao surgimento de
transdutores mecanicos que permitiram imagens transversais da pele.

Foi observado que as formulag¢des fotoprotetoras F3-VE, F3-CLN VZ e F3-CLN
promoveram alteragdes significativas na ecogenicidade da derme apds 60 dias de aplicacdo sem
alteracdes significativas na espessura da derme. No entanto, a formulagdo F3-CLN apresentou
resultados mais significativos ao longo dos 60 dias de aplicagdo da formulagdo, sugerindo que
a associacdo das nanoparticulas com a quercetina ofereceu protecdo adicional contra os danos
da radiagdo solar a nivel da derme. Além disso, por serem avaliadas mulheres jovens com
habitos de fotoprotecdo, as imagens iniciais da pele das participantes ndo apresentavam
caracteristicas de fotoenvelhecimento cutidneo como a formacdo de uma faixa de baixa
ecogenicidade, muito escura, logo abaixo da epiderme.

A radiagdo UVA penetra profundamente na pele, causando colapso do colégeno,
provocando a producgdo de fibras elasticas anormais que resultam em elastoses. Os vasos
sanguineos dérmicos tornam-se dilatados e distorcidos e, por fim, sdo quase destruidos. Em
humanos, a exposi¢do cronica aos raios UV faz com que a pele fique amarela, enrugada e
flacida, uma condi¢do conhecida como fotoenvelhecimento. Estudos anteriores na literatura
demonstraram, por meio de testes in vitro e in vivo, um aumento da eficacia fotoprotetora na
regido UV apos associacdo de filtros UV e antioxidantes, devido a redugdo da expressdo das

metaloproteinases de matriz, de mediadores de processos inflamatdrios, bem como da deplecao
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das células de Langerhan’s (CHOMICZEWSKA-SKORA et al, 2013; HATAHET et al, 2016;
BERKEY et al., 2017). Joshan et al (2013) avaliou a atividade protetora da quercetina contra
o fotoenvelhecimento em camundongos, a qual foi responsavel por reduzir o efeito do
envelhecimento induzido pela radiagdo UV na pele, o numero e profundidade de rugas, atenuou
o eritema e diminuiu a perda de 4gua, ou seja, ajudou a aumentar o teor de agua na pele.

Souza & Campos (2017) obteveram resultados semelhantes para utilizacdo de
fotoprotetores acedidos com uma combinacdo dos antioxidantes Spirulina e DMC-NLS
melhorou a razdo de ecogenicidade da pele do que a formulacao fotoprotetora sem substancias
ativas ap6s 84 dias de utilizagdo da formulagdo, provavelmente devido atividade sequestradora
de espécies reativas de oxigénio (EROS) dos antioxidantes Spirulina e DMC. Além disso,
outros estudos também relataram que os antioxidantes melhoram a ecogenicidade da derme,
preservando a integridade do coldgeno do estresse oxidativo (JOSHAN et al, 2013; NGAN et
al., 2015; POON et al, 2015). Esses dados corroboram com os resultados obtidos pelo aumento
da viscoelasticidade da pele — parametro Uv/Ue (R6) e hidratacao da pele.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram a importancia da protecdo
solar na preven¢ao de manchas e outras altera¢des relacionadas ao fotoenvelhecimento. Martine
e colaboradores (2017) mostraram que mulheres jovens que apresentavam alta exposi¢ao solar
e nenhum habito diario de uso de protetores solares apresentavam manchas hiperpigmentadas,
enquanto que as participantes com menor frequéncia de exposi¢do ao sol, bem como habitos
diarios de uso de protetor solar apresentavam menos manchas. Fossa Shirata e colaboradores
(2019) apresentaram dados sobre as alteragdes morfoldgicas e estruturais causadas pela
radiagdo solar em jovens, destacando a importincia dos habitos de fotoprotegdo e o
desenvolvimento de produtos dermocosméticos particularmente focados para este tipo de pele,
a fim de retardar o aparecimento dos primeiros sinais do fotoenvelhecimento.

Em sintese, a presenca das nanoparticulas contendo quercetina implicou na melhora da
eficacia clinica da formulagdo fotoprotetora estuda em relagdo aos parametros relacionados a
hidratacdo, fungdo barreira e propriedades mecanicas da pele. Foi possivel observar que as
formulagdes contendo nanoparticulas tiveram eficécia significativa na melhora das condi¢des
da pele em comparagdo a formulacdo que ndo continha a substancia ativa objeto de estudo,
demonstrando a importancia do desenvolvimento de formulagdes contendo nanoparticulas e
antioxidantes para obten¢ao de produtos mais eficazes.

Além disso, a aplicacdo das técnicas empregadas no presente estudo foram
fundamentais para o desenvolvimento e obtengdo de uma formulagdo multifuncional estavel e

eficaz. A partir dos dados da percepgao de eficcia as participantes relataram maior hidratagao,
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reducdo das manchas e aumento da maciez da pele em todos os grupos, porém com destaque
para as participantes do grupo 3, no qual 60% das participantes relataram melhora no parametro
maciez ¢ 70% observaram nao apresentar manchas na pele. Desse modo, a maior parte das
participantes do estudo classificou como excelente e muito boa as formulagdes e 75% compraria
o produto.

Em sintese, o presente trabalho resultou em um produto estavel, seguro e eficaz para a
protecdo solar com alto FPS e abre perspectivas para utilizacdo de nanoparticulas contendo
quercetina em produtos cosméticos. Além disso, a correlagdo das técnicas empregadas nesse
estudo foi fundamental na defini¢do e obtengdo de uma formulacao multifuncional estavel, com
propriedades sensoriais adequadas as finalidades propostas, eficacia clinica comprovada e FPS

alto para melhor prote¢ao da pele.
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8. CONCLUSAO
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Nas condigdes experimentais deste estudo, foi possivel concluir que:

Dentre as formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas, as formulagdes F3 que continham
silica, Acrrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer e com a adig¢@o dos filtros solares apos
a dispersdo em Paraffinum Liquidum (and) Lanolin Alcohol (and) Oleyl Alcohol foram
consideradas estaveis e apresentaram comportamento reoldgico ndo newtoniano do tipo
pseudoplastico.

Na avalia¢do do perfil de textura, a adi¢ao das substancias ativas objeto de estudo
reduziu o parametro trabalho de cisalhamento e, consequentemente, melhorou as propriedades
sensoriais da formulacdo, o que favorece a aplicacao do fotoprotetor e consequente formagao
de um filme protetor na pele.

A correlagdo do comportamento reoldgico e perfil de textura com a analise sensorial
das formula¢des possibilitou a escolha correta das matérias-primas e suas combinagdes
uma vez que pode identificar caracteristicas importantes para modular o desempenho da
formulacdo, contribuindo para melhora do FPS sem alterar a quantidade de filtros UV. Por
meio da formac¢ao de um filme oclusivo pelas nanoparticulas lipidicas na superficie da pele que
aumentam a hidratagdo imediata e reduziram a perda de agua transepidérmica no estudo
imediato

Na avaliacdo da eficacia clinica em longo prazo, a formulagdo fotoprotetora
desenvolvida com CLN e CLN contendo quercetina mostrou eficicia na melhora da hidratacao,
viscoelasticidade da pele e controle da perda de agua transepidérmica. Além disso, foram
obtidos resultados significativos na melhora da ecogenicidade e Graylndex- melhora da
hidratacdo para a formulagdo com CLN e quercetina quando comparada com as demais
formulagdes.

Por fim, a formulagdo proposta, contendo CLNs com quercetina, apresentou perfil de
textura, comportamento reologico e propriedades sensorial adequadas as finalidades propostas,
bem como eficicia clinica imediata e em longo prazo no equilibrio hidrolipidico da pele e
melhora das alteragdes cutaneas relacionadas ao fotoenvelhecimento, como o viscoelasticidade
e relagdo de ecogenicidade da pele. Dessa forma, foi obtida uma formula¢do inovadora para

protecao solar.
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Anexo A: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica

ATy UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

z ! Faculdade de Clénclas Farmacéuticas de Ribelrao Preto
3, } Comité de Etica em Pesquiss

Of. CEP/FCFRP n°. 015/2018
kms

..\
.

g

Ribeirdo Preto, 30 de agosto de 2018.

A Pés-graduanda

Elisa da Cruz Felippim

Orientadora: Prof®. Dr®. Patricia M. B. G. Maia Campos
FCFRP/USP

Prezada Pesquisadora,

Informamos que o projeto de pesquisa infitulado “DESENVOLVIMENTO E
EFICACIA CLINICA DE FORMULAGOES FOTOPROTETORAS COM ANTIOXIDANTES NATURAIS
NANOENCAPSULADOsS”, apresentado por Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo
CEF/FCFRP n°. 455 - CAAE n® 79025417.4.0000.5403, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da FCFRP/USP em sua 176® reunido ordinaria. conforme Parecer
Consubstanciado do CEP n° 2.598.709.

Lembramos que. de acordo com a Resolugdo 466,/2012, item IV.5, letra
d. o TCLE devera “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e
assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa. ou por seu
representante legal. assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela(s) pessoa(s)
por ele delegada(s). devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em
ambas as vias deverdo constar o endereqo e contato telefonico ou outro, dos
responsaveis pela pesquisa e do CEP local”.

Informamos que devera ser encaminhado ao CEP o relatorio final da
pesquisa formulario proprio deste Comité, bem como comunicada qualquer
alteragdo, intercorréncia ou interrupgio do mesmo, tais como eventos adversos e
eventuais modificagdes no protocolo ou nos membros da equipe, através da
interposigio de emenda na Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

.
(Y FIn.acltrad
PROF, DR*. CLENI MARA MARZOCCHI MACHADO
Coordenadora do CEP/FCFRP

‘Comits de E90a o Fesquisa FOFRFIUSS
Auerids do C2fe =i - Vonte Segee - CEP 14080003 - Rbeiwo Preio - 2P
Fome: (10) 33154213 - Fenc (10) 33154802 - cop@hpusp be
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento & sficacia clinica de formulagdss fotoprotetoras com antioxidantss

naturals nanoencapsulados
Pesquisador: ELISA DA CRUZ FELIPPIM
Area Tematica:
Versdo: 3

CAAE: 79025417.4.0000.3403
Instituigao Proponente: Facuidacds de Clénclas Farmacéuticas de Ribelrdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 2.388.709

Apregentagio do Projeto:

O projeto apresentado & relevants para area do conhsecimento na qual esta Inserido. De acordo 0s
pesquisadores, o desenvolvimento de fotoprotstorss tem como base o concslto de protegao contra o6 danos
na pele decorrentss da radlagdo ultravioleta, que & comprovado como um dos principals fatores que podem
desencadear alteragdes no padrdo os pigmentagdo, quelmaduras solares e estresse oxicativo, que estdo os
responsaveis pelo fotoenvehecimento e lesdes pré-malignas @ malignas. A Eteratura abordada na
fundamentagdo do estudo tem comprovado oS beneficios do uso de antioxddantss para a protegao da pele

contra os canos ¢a radliagdo UV (Inclusive com a descriglo de estudos prévios da quercatina em humanos).

Poréem, a adig3o de antioxidantss presentes em extratos de origem natural, como a quercetina (aivo principal
do estuco) alnda & um desafio no desenvolvimento de produtos cosmMERicos, tanto em t8rmos tecnologicos
como blologicos. Portanto, a proposta de pesquisa apresentada propde o desenvolvimento de novas
formulagdes cosméticas para a protegdo da pele utlizando-se da nanotscnologla @ substancas de origem
vegetal.

Os proponsntes apresentam uma boa justificativa para a condugdo do estudo, com um forte embasamento
cientifico (ressaltando a importancia do desenvolvimento/aprimoramento de agentes protstores contra os
danos decorrentss da continua exposig3o da pele a radiagdo UV) e boas perspectivas de aplicabllidade
clinica de curto-médio prazo de produtos utiizando a nanotecnologia. Os proponentes realizaram algumas
modificagdss e 0 desenho expenmental

Enderego:  Avanida do Caké sn®

Bairro: Monta Alegre CEP: 14040603
UF: 5P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (16)33154862 E-mail: cop@ichp.usple

Phgra 01 ce 04
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Contrusctio oo Pasecer: 2 508 700

Proposto parece acequado, e 06 resullacos oblidos poderdo sar bem relevantss para drea da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo dests estudo sera desenvolver e avallar a eficacia clinica de formulagdes fotoprotstoras contendo
antioxicantes de origem vegetal nanoencapsulados na redugdo das alteraghes cutaneas decorrentes o
totoenvelhecimento.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Os riscos aos quals 0s voluntarios desta pesquisa estardo submetidos serdo aqusiss relacionados a
aplicagdo 10pica das formulagdes (reagdes 10xicas alou aldrgicas resultantss da sensiblidade cutanea dos

Incividuos). Os beneficios s3o relacionados a fotoprotegao adicional da peés (siminagdo dos racicals Ivres).

Comentarios e Conslderagoes sobre a Pesquisa:

Os pesquisadores realizaram as coregdes sugerias.

Consideragoes sobre o2 Termos de apregentagao obrigatoria:

Fol apresentado um novo TCLE corrigido, com as Informagdes que estavam fakando.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendencias.

Congideragoes Finale a critério do CEP:

Aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Clénclas Farmaceuticas de Rbelrao
Preto (FCFRP/USP) em sua 176* reunido ordindria. Em atendimento as Resolugdes vigentss, devera ser
encaminhado ao CEP/FCFRP, através da Plataforma Brasll, o relatorio final da pesquisa conforme modelo
de Redatorio aprovado psio CEP, bem como comunicada qualquer alterago, Intercorréncia ou Interrupgao
da mesma. Informamos qus, de acordo com a Resolugdo 468/12, item IV.J, letra d, o TCLE deve “ser
elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas paginas e assinadas, a0 seu témino, psio convidado
a participar da pasquisa, ou por seu representants legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela
() pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha™. O TCLE
deve ser apresentado ao participants da pesquisa em documanto IMpresso frents 8 verso 8 as assinaturas
nao devem ficar em folhas separadas do texto do TCLE. Cabe a0 pesquisador responsavel manter o5 dacos
da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabllidade, por um periodo de 5 anos
apos o término da pasquisa.

Enderego:  Avanida do Caté sn®

Bairro: Moma Alegre CEP: 14040608
UF: &P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (1633154892 E-mail: copichp.uspte

Phgra 05 e 04
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Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Qerani ™

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Stuagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACQOES_BASICAS_DO_P | 15022018 Acsito
do Progto ROJETO_1008489 par 20068:35
Outros Carta_Comite_stica_ElsaFelppim_vers | 15022018 |ELISA DA CRUZ Acaito

2004:29 | FELIPPIM
TCLE/Termos de | TCLE_versao3.pdf 15/02/2018 |ELISA DA CRUZ Acelto
Assentimento / 2001:10 |FELIPPIM
Justificativa de
Ausancia
Projeto Detalhado / | progeto_ERsaFselippim_versao2.paf 11122017 |ELISA DA CRUZ Acsito
Brochura 2208:12 |FELIPPIM
TCLE/Termos de | TCLE_versao2.pdf 11122017 |ELISA DA CRUZ Acsito
Assentimento / 213030 |FELIPPIM
Justificativa de
Ausancia
Foiha de Rosto folha_de_rosto_slisa pal 0910/2017 |ELISA DA CRUZ Acelto
1223:20 | FELIPPIM
Qutros declaracao_medico_Elisa_Felippim.pdf | 03/10/2017 |ELISA DA CRUZ Acsito
1331:28 | FELIPPIM
Qutros carta_ce_envio_EEsa_Felippim.par 0371072017 |ELISA DA CRUZ Acsito
1331:07 | FELIPPIM
Outros declaracao_ckencia_Elsa pdf 03/10/2017 |ELISA DA CRUZ Acalto
| 153028 |FELIPOIM
Projeto Detalhado / | PROJETO_ELISA_FELIPPIM_FINAL pd| 03710/2017 |ELISA DA CRUZ Acsito
Brochura f 132842 |FELIPPIM
|
TCLE/Temos g8 | TCLE_Elisa_Felippim.par 03/10/2017 |ELISA DA CRUZ Aceito
Assentimento / 1521:48 |FELIPPIM
Justificativa de
Ausancia
Orgamento orcamento_EEsa_Felippim._par 03/10/2017 |ELISA DA CRUZ Acelto
152124 |FELIPPIM
Declaragdo de declaracao_pesquisador_Elisa_Felippim| 03/10/2017 |ELISA DA CRUZ Acalto
Pesquisadores odft 1320:27 | FELIPPIM
Situagio do Parecer:
Aprovaco
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
Enderego: Awvanida do Calé an®
Bairro: Mona Aegre CEP: 14040603
UF: 5P Municipio: RIEEIRAD PRETO
Telefone: (15)33154213 Fax: (1633154862 E-mail: cop@ichp.usple
Fagra 00 te 04
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Pesqlinlonrupusinlzpmf Dra. Patricia M. B. G. Maia Campos (CRF: 11922)
Meédico responsavel: Dr. Jodo Carlos Lopes Simdo (CRM: 94214)
Pesquisador principal: Elisa da Cruz Felippim

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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