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RESUMO

O sisal € a principal fibra dura produzida no mundo. Na composi¢cdo quimica do
residuo de Agave sisalana, sdo encontrados carboidratos, saponinas e
compostos fendlicos, os quais sdo utilizados na industria cosmética com
atividades antioxidante e fotoprotetora. Este trabalho teve como obijetivo
desenvolver uma formulacdo multifuncional com atividades antioxidante e
fotoprotetora a partir do residuo industrial de A. sisalana. Foi realizado uma
extragdo por ultrasonicagdo do material vegetal sdlido, variando as
concentragdes do agente extrator (50% etanol/agua (v/v), 80% etanol/agua (v/v)
e 100% etanol). O extrato com maior rendimento foi caracterizado quimicamente
e avaliado quanto a atividade antioxidande in vitro. Foram preparadas dez
formulagdes fotoprotetoras variando as concentragdes dos componentes e o
tempo de cisalhamento. O extrato de A. sisalana na concentragdo de 1,0% foi
incorporado as formulagdes mais estaveis e a estabilidade preliminar e
acelerada dessas foi avaliada e as emulsbes foram investigadas quanto a
seguranga. As formulagdes fotoprotetoras contendo ou ndo o extrato que se
apresentaram estaveis apos 90 dias, tiveram realizadas a determinacao do Fator
de Protecao Solar in vivo, Fator de Protecdo UVA, comprimento de onda critico,
e protecdo contra a luz visivel e azul. A extragdo por ultrassom utilizando
etanol/agua 50% (EH 50), como veiculo extrator foi a que apresentou melhor
rendimento. O extrato exibiu boa concentracdo de compostos fendlicos e
apresentou atividade antioxidante in vitro nas diferentes etapas da cascata
oxidativa. Emulsdes sem e com o extrato de A. sisalana 1,0% mantiveram-se
estaveis durante 90 dias, apresentando comportamento reoldgico desejavel para
um cosmético de uso topico: pseudoplastico e tixotropico. A emulsdo contendo
o extrato de A. sisalana apresentou-se segura apds os estudos clinicos.
Verificou-se que a adicdo do extrato a formulacdo fotoprotetora aumentou
estatisticamente o FPS quando comparada a formulacdo sem o extrato com
protecao contra radiagcdo UVA, comprimento de onda critico, absorgcdo da luz
visivel e azul e enquadram-se quanto as exigéncias da legislagcao atual para
protetores solares. Diante dos resultados apresentados o residuo sdlido de A.
sisalana pode ser indicado como componente de formulacbes cosméticas
fotoprotetoras e antioxidantes.

Palavras-Chave: Sisal; Agave sisalana; antioxidante; cosméticos; Fotoprotecao.



ABSTRACT
Sisal is the main hard fiber produced in the world. In the chemical composition of
the Agave sisalana residue, carbohydrates, saponins and phenolic compounds
are found, which are used in the cosmetic industry with antioxidant and
photoprotective activities. This work aimed to develop a multifunctional
formulation with antioxidant and photoprotective activities from the industrial
residue of A. sisalana. An ultrasonic extraction of the solid plant material was
performed, varying the concentrations of the extracting agent (50% ethanol/water
(v/v), 80% ethanol/water (v/v) and 100% ethanol). The extract with the highest
yield was chemically characterized and evaluated for in vitro antioxidant activity.
Ten photoprotective formulations were prepared varying the component
concentrations and the shear time. The A. sisalana extract at a concentration of
1.0% was incorporated into the most stable formulations and their preliminary
and accelerated stability was evaluated and the emulsions were investigated for
safety. The photoprotective formulations containing or not the extract that were
stable after 90 days, had their in vivo Sun Protection Factor, UVA Protection
Factor, critical wavelength, and protection against visible and blue light
determined. Ultrasound extraction using 50% ethanol/water (EH 50) as extractor
vehicle showed the best yield. The extract exhibited a good concentration of
phenolic compounds and showed in vitro antioxidant activity at different stages
of the oxidative cascade. Emulsions without and with 1.0% A. sisalana extract
remained stable for 90 days, presenting a desirable rheological behavior for a
cosmetic for topical use: pseudoplastic and thixotropic. The emulsion containing
A. sisalana extract proved to be safe after clinical studies. It was verified that the
addition of the extract to the photoprotective formulation statistically increased
the SPF when compared to the formulation without the extract with protection
against UVA radiation, critical wavelength, absorption of visible and blue light and
they fit in with the requirements of current legislation for sunscreens. In view of
the results presented, the solid residue of A. sisalana can be indicated as a

component of photoprotective and antioxidant cosmetic formulations.

Keywords: Sisal; Agave sisalana; antioxidant; cosmetics; Photoprotection.
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1 INTRODUGAO

Uma fragédo da radiagao eletromagnética emitida pelo sol esta na faixa
ultravioleta (UV) com comprimento de onda entre 100 nm e 400 nm. Apenas uma
pequena porgao deste espectro € transmitida para a superficie da Terra (FLOR;
DAVOLOS; CORREA, 2007). Devido ao seu potencial energético, é capaz de
induzir mudangas na expressdo génica e promover o fotoenvelhecimento e
fotocarcinogénese (WANG et al., 2016).

O cancer de pele é o mais frequente no Brasil e no mundo, e corresponde
a 27% de todos os tumores malignos do pais. A previsdo do Instituto Nacional
do Cancer é de que, o numero de casos novos de cancer de pele ndo melanoma
esperados no Brasil, para cada o triénio 2020-2022, sera de 83.770 em homens
e de 93.170 em mulheres. O melanoma, forma mais grave da doenga é
responsavel por 8,5 mil casos novos no Brasil (INCA, 2022). Este numero
poderia ser reduzido com a adesao de diferentes medidas de fotoprotegao (SBD,
2022).

Protetores solares s&o produtos formulados em diferentes formas
farmacéuticas, para uso corporal, facial e capilar, com a finalidade de diminuir a
acao da radiacdo UV sobre a pele e cabelos. Em sua composicdo sao
adicionados filtros solares. Atualmente, 36 filtros UV estado listados para uso,
destes, 34 filtros organicos e dois inorganicos (BRASIL, 2022).

Pesquisas na area cosmética tém sido realizadas com matérias-primas
vegetais que possuem atividade fotoprotetora, a fim de reduzir a utilizagdo dos
filtros solares sintéticos e obter formulagées seguras, eficazes e sustentaveis.

Entre as principais respostas a radiacdo UV, as plantas desencadeiam a
biossintese de uma série de constituintes fitoquimicos relacionados a defesa,
muitos dos quais sdo metabdlitos secundarios. Polifenois, flavonoides, terpenos,
catequinas e alcaloides sdo exemplos destas classes de produtos naturais que
apresentam atividade fotoquimiopreventiva (BALDISSEROTTO et al., 2018;
JENKINS, 2009; NAPAGODA et al., 2016; REUTER, MERFORT, SCHEMPP,
2010).

Na area cosmeética, diferentes pesquisas tém sido desenvolvidas com
plantas cuja composigdo quimica apresenta compostos fendlicos, atribuindo a

atividade antioxidante desses metabdlitos possiveis propriedades fotoprotetoras
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(CRETU; MORLOCK, 2014; DAHER et al., 2014; FERNANDES, 2017; HONG et
al., 2012; JARZYCKA et al., 2013; MARTINS et al., 2016; NAPAGODA et al.,
2016) antioxidante e antienvelhecimento (HWANG et al., 2017; KANG et al.,
2010; KIM et al., 2012; LEE et al., 2016; LIMTRAKUL, 2016).

Agave sisala Perrine, conhecida popularmente como sisal, € uma planta
originaria do México, adaptada na Caatinga brasileira. Essa espécie apresenta
grande interesse econbmico porque é considerada importante fonte de fibras
utilizadas para producdo de cordas e artesanatos. No entanto, apenas uma
pequena proporgéo das folhas do sisal (4%) € usada para a obtengao de fibras,
sendo 96% considerados residuo industrial que ficam depositados nos locais de
producdo da planta causando danos ambientais (BARRETO et al.; 2017;
DUNDER et al., 2013; WANG et al., 2014).

A utilizagado dos residuos de sisal no Brasil ainda € pouco explorada,
apesar de sua indicagdo como suplemento de fertilizante orgénico e alimentos
para ruminantes, bem como para o fornecimento de matéria-prima para a
producdo de corticosteroides (SANTOS; BRANCO, 2014). Barreto e
colaboradores (2017) estudaram a aplicagdo do residuo industrial do sisal para
o desenvolvimento de matéria-prima e formulacdes cosméticas com agao
hidratante. Esses resultados motivaram o estudo desse residuo no tocante a
obtencdo de um extrato rico em polifenois e, devido a atividade desses
metabdlitos, desenvolver formulagdes com propriedades antioxidante e
fotoprotetora.

Esta pesquisa esta fundamentada: i) no uso de matéria-prima vegetal
obtida a partir de um residuo industrial; ii) na utilizagdo de polifenois que
conhecidamente apresentam atividades antioxidante e fotoprotetora e, que
quando associados aos filtros solares comumente utilizados pela industria
cosmética podem reduzir a concentracdo dos mesmos na formulagio,
minimizando o potencial fotossensibilizante dos filtros solares sintéticos e custo
da formulagéo; iii) na diminuigdo do impacto ambiental com o uso do residuo
industrial do sisal; iv) na contribuicdo com o desenvolvimento sustentavel e
agregar valor a cadeia produtiva de Agave sisalana, e, v) nos beneficios

socioecondmicos para as comunidades que cultivam esta planta.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS E SUAS APLICACOES COMO ATIVOS
ANTIOXIDANTES E FOTOPROTETORES

O metabolismo secundario (ou especializado) compreende produtos
naturais com fung¢ao de contribuir com a perpetuacédo da espécie e adequacao
da planta ao dinamico e interativo ambiente que a cerca. Estes incluem
polifenois, saponinas, esterdides, compostos organossulfurados, vitaminas,
entre outros. S&o importantes em todo o processo de desenvolvimento da planta
e sua sintese esta aumentada em condi¢des de estresse, como as causadas por
excesso de radiacdes solares. Grande parte desses metabdlitos assumem o
papel de mitigar o estresse oxidativo e os possiveis danos da radiagao UV
(FORNI et al., 2019).

Metabolitos especializados podem interagir com a radiagdo solar de
diferentes modos: os fenilpropandides e seus glicosideos e os bioflavondides
podem absorver efetivamente radiagbes ultravioletas A (UVA) e radiagdes
ultravioletas B (UVB) devido a sua estrutura molecular consistindo em aromatico
condensado - anéis de 5 e 6 carbonos com varios grupos hidroxila (OH). Além
disso, a presenca de fragoes glicosil em metabdlitos especiais favorece aumento
na fotoestabilidade. Os estilbenos, catequinas, flavondides e terpendides
protegem moléculas e estruturas da planta contra os danos de espécies reativas
de oxigénio (EROs), formadas apos a reagcdo de UV com matéria organica em
presencga de oxigénio molecular (fotorreagdes tipo Il). Os heterociclos contendo
nitrogénio e os terpendides podem usar energia da radiagao UV, visivel ou
infravermelha para promover reagdes fotoquimicas, como a fotossintese ou
sintese de polimero contendo terpendide e polifenol. Este sistema de protecéo
UV em plantas e organismos se assemelha a barreira fotoquimica cutanea de
humanos (KOSTYUK et al., 2018).

Pesquisas realizadas com diferentes espécies vegetais contendo em sua
composicdo quimica compostos polifendis, apresentaram atividades
antioxidante e fotoprotetora (AGUILERA et al., 2021; CRETU; MORLOCK, 2014;
DAHER et al., 2014; DE LIMA CHERUBIM et al., 2019; FERNANDES, 2017;
HONG et al., 2012; HUBNER et al., 2019; JARZYCKA et al., 2013; MARTINS et
al., 2016; NAPAGODA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020). Esses constituintes
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especializados s&o promissores como protetores solares porque podem
absorver na regiao UVB e/ou UVA (VIOLANTE et al., 2008, 2009), diminuem a
inflamacgéao, o estresse oxidativo e efeitos prejudiciais causados ao DNA das
células cutaneas (DE LIMA CHERUBIM et al., 2019; GIAMPIERI et al., 2012;
YAROVAYA et al., 2021).

Os polifenois constituem uma grande classe de fitoquimicos encontrados
em plantas comestiveis e medicinais. Esses metabdlitos podem ser encontrados
em diferentes partes de plantas e dentre suas principais atividades biolégicas
tem-se a protegcdo contra estressores biologicos, virus, bactérias e fungos e
auxiliar no processo de adaptagcao a mudanga de ambiente, transducéo de sinal
celular ou expressao génica (RATZ-LYKO et al., 2015).

Na literatura, podem ser encontradas diferentes classificagdes de grupos
de polifenois com caracteristicas estruturais particulares, tais como: fendis
simples, acidos fendlicos, flavonoides, quinonas, cumarinas, lignanas, estilbenos
e, taninos (ZILLICH et al., 2015).

A estrutura geral dos polifenois é representada pela presenga de um anel
fendlico de carater hidrofébico (Figura 1) e um ou mais grupos de natureza
hidrofilica, o que torna possivel a interacdo com outras biomoléculas,
especialmente proteinas, através de interacbes como forcas van der Waals,
interacdo de ligagdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo. Essa estrutura e suas
propriedades fisico-quimicas constituem a base de sua atividade bioldgica na
pele (DE LIMA CHERUBIM et al., 2019; ZILLICH et al., 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica dos fendis.

OH OH

ou

Autoria: Propria.
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A presenca de hidroxila, ligada ao anel aromatico, age como hidrogénio
ou agente doador de elétrons, cedendo-o a um radical livre ou a outras espécies
reativas conferindo a esse metabdlito atividade antioxidante. Além de sua
capacidade antioxidante, alguns apresentam propriedades quelantes de metais
como cobre e ferro (BOSCH et al., 2015; RATZ-LYKO et al., 2015). A capacidade
de quelar ions metais € benéfica para a inibicado dos processos inflamatorios e
do funcionamento dos vasos capilares. Os polifenois podem ainda atuar sobre
as enzimas lipoxigenase, ciclooxigenase, hialuronidase, colagenase, elastase e
tirosinase contribuindo para a redugao das modificagcdes na pele sob a influéncia
de enzimas envolvidas na remodelagdo do tecido conjuntivo (THRING, et al.,
2009).

Os polifenois podem ocorrer tanto na forma de moléculas simples tais
como acidos fendlicos, ou como compostos altamente polimerizados como os
taninos. Por outro lado, grupos hidroxi e polifenois podem ser metilados,
sulfonados, acilados por acidos arilo ou alifaticos e glicosilados por agucares
(glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose) e acidos de acgucar (acido
galacturénico ou acido glucurdnico). A maioria dos polifenois enquanto
heterosideos ocorrem na forma de beta-O-glicosideo ou 1-6, 1-2 ou 1-4 alfa O-
glicosideos ligados ao anel aromatico através do grupo OH (Figura 2) (RATZ-
LYKO et al., 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica dos principais polifenois encontrados em plantas.

(b)

Onde: (a)Taninos;(b) Glicose; (c) Acido galacturdnico; (d) O-glicosideo. Autoria: Prépria
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As moléculas contendo grupamentos polifenol podem absorver radiagao
UV em intervalo de 240 nm a 285 nm e de 300 nm a 550 nm. Apds a absorcao
da energia quantica, tornam-se excitadas e ao retornarem ao estado inicial,
emitem o excesso de energia sob a forma de radiagao infravermelha, o que é
possivel devido a presenga de duplas ligagdes que permitem o deslocamento do
elétron a um menor nivel de energético (VIOLANTE et al., 2008, 2009). Além de
fornecer um fator de protecdo ao longo do espectro de UV, essas moléculas
também podem apresentar atividades anti-inflamatéria e de imunomodulacao,
reparo de DNA e, atuar como antioxidantes sobre os radicais livres (LEE; KIM;
KIM, 2014; ZILLICH et al., 2015) (Figura 3).

Figura 3 - Principais estratégias de fotoprotecdo dos derivados fitoquimicos
contra fotodanos induzidos por UV.
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Fonte: Adaptado de Bosch et al., 2015.

Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos durante os processos
metabdlicos e atuam como mediadores transferindo elétrons em varias reacdes
bioquimicas. Essas moléculas apresentam um papel importante no metabolismo
organico como na produgao de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento
celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substéancias biologicas importantes.
Sao produzidos endogenamente (através de organelas citoplasmaticas que

metabolizam oxigénio, nitrogénio e cloro), ou adquiridos de forma exdgena
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através da radiagao solar, cigarro, poluicdo ambiental etc. e 0 excesso gera o
estresse oxidativo (ALVES et al., 2010).

O metabolismo do oxigénio (O2), gera a maioria dos radicais livres que séo
conhecidos pelo termo espécies reativas de oxigénio e encontrados em todos os
sistemas bioldgicos (ALVES et al., 2010). O excesso de radicais livres pode
neutralizar a capacidade de defesa e o sistema antioxidante, prejudicando as
biomoléculas essenciais na célula, oxidando lipidios de membrana, proteinas
celulares, carboidratos, DNA e enzimas (FAROOQ et al., 2020; PISOSCHI et al.,
2016).

Em condigdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, o O2 sofre
reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacéao
de H20. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos, como os
radicais superoéxido (Oz2-.), hidroperoxila (HO2.) e hidroxila (OH"), e o peroxido de
hidrogénio (H202). Normalmente, a redugdo completa do Oz ocorre na
mitocbndria, e a reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos quatro
elétrons (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A célula possui um sistema de defesa para combater os radicais livres,
prevenindo ou regenerando os danos oxidativos. Esse sistema é constituido por
glutationa reduzida (GSH), superdxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-
peroxidase (GSH-Px), glutationa-redutase (GSH-Rd), e vitamina E (ALVES et al.,
2010; MORAIS et al., 2018; PISOSCHI et al., 2016). Essas substancias
presentes naturalmente em nosso organismo e em alimentos sdo responsaveis
pela protegdo do mesmo contra os danos oxidativos. (CHORILLI, LEONARDI,
SALGADO., 2007).

No metabolismo aerébio a formacdo de uma série de reagdes pode
resultar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Figura 4) (BARBOSA,
MEDEIROS, AUGUSTO, 2006).
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Figura 4 - Esquema das reacgdes e respectivas enzimas (em azul) envolvidas na
formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

Oz+ H20

GSH

Legenda: NOS: éxido nitrico sintase; SOD: superdxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase;
Prx: peroxirredoxinas; GR: glutationa redutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx: tiorredoxina;
GSH: glutaiona reduzida; GSSG: glutationa oxidada (dimero). Fonte: Adaptado de Barbosa,
Medeiros, Augusto, (2006).

Existem diversos métodos para verificar a atividade antioxidante in vitro
de substancias biologicamente ativas que avaliam a cascata oxidativa do inicio
ao final. Sao eles: avaliagdo da capacidade antioxidante total (CAT); avaliagéo
da capacidade do poder redutor; avaliagdo da capacidade do sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); sequestro do radical 2,2'-Azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS*); quelagdo de ions cobre (Cu?*);
quelagdo de ions ferro (Fe?*); avaliagdo da atividade de sequestro de radical
hidroxila (OH"). Estes testes s&o necessarios para a selegdo inicial de
substancias (naturais ou sintéticas), que podem ser utilizadas no
desenvolvimento de farmacos ou produtos cosméticos. Entretanto, devido aos
diferentes tipos de radicais livres e as suas diversas formas de atuagao nos
organismos vivos, dificilmente existira um unico método para avaliar a atividade

antioxidante precisa e quantitativamente de um composto (ALVES et al., 2010).
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Face ao exposto, € notavel a capacidade dos polifenois atuarem como
antioxidantes e fotoprotetores. Dessa forma, torna-se coerente estudar espécies
vegetais que apresentam em sua composi¢ao quimica polifenois e, avaliar seu

potencial como ingrediente com agao antioxidante e fotoprotetora.

2.2 AGAVE SISALANA

Agave sisalana € uma planta originaria do México, mas no século 19 se
espalhou para os paises da Africa, Asia, América, como, USA, Brasil, Flérida e
nas llhas do Caribe. No Brasil, as primeiras plantagdes comerciais de sisal séo
datadas no final da década de 1930 e na década de 1960, a produg¢ao no Brasil
foi acelerada e atualmente é o principal produtor mundial de fibras de sisal
(SINDIFIBRAS, 2019).

O género Agave inclui 210 espécies que estdo em regides tropicais e
subtropicais do mundo, principalmente em ambientes desérticos, secos e
semiaridos. Apresenta-se resistente a seca e com grande potencial para uso em
regides com baixa pluviosidade (EMBRAPA, 2010).

A Agave sisalana Perrine ex Engelmann pertence familia Agavaceae
(Asparagaceae) também é conhecida como Sisalou Sisal Hemp. Sua principal
utilizagao consiste na extragao das fibras contidas em suas folhas, dando origem
a principal fibra dura produzida no mundo, contribuindo com mais da metade da
producao comercial de todas as fibras desse tipo. A Agave é cultivada em grande
escala para produgéo de fibras na Africa Oriental, Brasil, india e varios paises da
Asia e tem grande importancia ndo sé no contexto econdmico, mas também em
aspecto social (BARRETO et al., 2020; EMBRAPA 2010; TEWARI; TRIPATHI;
ANJUM, 2014).

A. sisalana é um arbusto perene de 2 metros de altura com folhas rigidas
e semelhantes a espadas que se estendem a partir da roseta basal (Figura 5 A).
As folhas tém cerca de 10 centimetros de largura e até 1,5 metro de comprimento
com espinha dorsal marrom afiada até o fim, e cor cinza-verde. Uma
inflorescéncia ramificada sobrepde-se a um talo de flor de 7 m a 9 m de altura
com flores verde-amareladas de até 7 centimetros de largura (Figura 5 B).
Possuem frutas e capsula oblonga com sementes pretas. As plantas geralmente

s&o estéreis e morrem apos a primeira florada. Pequenas plantulas (bulbils)
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formam-se na inflorescéncia que caem no chéo apds a floragdo e formam-se
novas plantas. A planta tem uma vida util de cerca de 7 a 10 anos (TEWARI;
TRIPATHI; ANJUM, 2014).

Figura 5 - Planta e Inflorescéncia de Agave sisala.

Onde: A - Planta e B - Inflorescéncia de Agave sisala. Autoria: propria.

Estudos da composi¢cao quimica do residuo de A. sisalana, apontaram a
presenca de diferentes carboidratos (BARRETO et al., 2017; MARAN; PRIYA,
2015; SANTOS et al., 2013; ZHANG,; LIU; LIN, 2013; ZHANG; LIU; LIN, 2014),
saponinas (RIBEIRO et al., 2013) e compostos fendlicos (BARRETO et al. 2017;
CHEN et al., 2009). Esses metabdlitos sdo de grande importancia para as
industrias cosmética e farmacéutica (BARRETO et al., 2017; FUTRAKUL;
KANLAYAVATTANAKUL; KRISDAPHONG, 2010; RIBEIRO et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2015; ZHANG,; LIU; LIN, 2013; ZHANG; LIU; LIN, 2014).

Sapogeninas esterdéides como a Hecogenina, presentes nas folhas de A.
sisalana, fornecem o material de partida na industria farmacéutica para producéao
de hormoénios esteroidais (CERQUEIRA et al., 2012). Na China, a licogenina e a
tigogenina das espécies Agave sao usadas como precursores industriais para a
sintese parcial de farmacos esteroidais (WANG et al., 2014). A partir de
hecogenina obtém-se a cortisona. Trés saponinas esteroidais, dongnosidios C,

D e E foram isoladas e caracterizadas a partir dos residuos fermentados secos
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de suco de folhas de A. sisalana além de dongnosideo B e A que também foram
relatados (DING et al., 1993).

A planta de sisal é geralmente constituida pela fibra e haste. A fibra é
amplamente utilizada e fornece entre 4% e 5% do peso fresco, e o restante,
considerado descarte, € composto principalmente de agua, tecido
parenquimatoso, celulose, fibras e varios compostos e componentes inorganicos
relacionados aos metabolismos primario e secundario da planta. Este material é
comumente descartado nos locais de obtencdo das fibras, usualmente nas
fazendas que cultivam o sisal (ADE-AJAYI et al., 2011; BARRETO et al., 2020;
SANTOS et al., 2015).

Apesar de indicagado de uso como suplemento de fertilizante organico e
alimentos para ruminantes, bem como o fornecimento de matéria-prima para a
producao de corticosteroides (WANG et al., 2014), formagcao de biocompdsitos
poliméricos (GUAMBO et al., 2020), biomateriais de sutura para a reparagao de
feridas (ZUCCARELLO et al, 2021) e do conhecimento do seu potencial
antioxidante (BARRETO et al., 2020) e hidratante (BARRETO et al., 2017)
historicamente a utilizagdo do residuo de sisal ainda é pouco explorada (ADE-
AJAYI et al., 2011).

O sisal é uma cultura de grande importancia para o semiarido brasileiro,
adaptada as condigbes dessa regiao (baixo indice pluviométrico) e gerador de
emprego e renda. O cultivo do sisal e a retirada das fibras ainda s&o arcaicos,
nao usam tecnologias avangadas. Somado a isso, o baixo valor pago pela fibra,
o reduzido indice de aproveitamento da planta (somente 3 a 5% das folhas
colhidas sdo convertidas em produto comercial), a concorréncia com as fibras
duras sintéticas, o elevado custo inicial para implantacdo e manutencao da
lavoura e a falta de variedades mais produtivas tem colaborado para o declinio
da cultura no Semiarido (FREITAS et al., 2018).

Estratégias para alavancar essa produgdo consistem no investimento
tecnolégico no manejo da cultura e no aproveitamento do subproduto. Esse
residuo ainda é abundante e barato e o seu aproveitamento beneficia a industria
alimenticia, cosmética e medicamentos, além de minimizar os impactos
ambientais e econdmicos do seu descarte.

O residuo de A. sisala apresenta polifenois com comprovada atividade

antioxidante (BARRETO, 2017). Portanto, esta pesquisa buscou avaliar o
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residuo das folhas do sisal com foco em uma fragao rica em polifendis para uso

em formulagcdes cosméticas com agao antioxidante e fotoprotetora.

2.3 IMPACTOS DAS RADIACOES SOLARES NA PELE

As radiagdes UVA e UVB provocam alteragdes clinicas na pele como
rugas, queimaduras solares, supressao imunoldgica, cancer e envelhecimento
precoce da pele (fotoenvelhecimento). Essas radiagdes estimulam a produgéo
de fator nuclear Kappa B (NF-kB) e mediadores inflamatérios como as
Interleucina-1pB (IL-1B), IL-6 e fator de necrose tumoral- a (TNF-a) que promovem
sinergicamente o acumulo de EROS, aumentam a expressao de
metaloproteinases da matriz (MMPs), levando ao aparecimento de eritema e
edema, em resposta a inflamag&o. Imunossupressao generalizada que leva a
carcinogénese tem sido relatada apds exposi¢gdes acumulativas a radiagdo UV
(STREILEIN et al., 1994) (Figura 6).

Figura 6 - Efeitos imunossupressores da radiagao UV.
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A radiagdo UVB é absorvida principalmente na epiderme, desencadeia
mediadores pro-inflamatorios e estimula a expressédo de MMPs que degradam a
matriz extracelular (ECM) e, em ultima analise, resulta no envelhecimento
cutaneo. A radiagdo UVA atinge mais intensamente a derme, gera espécies
reativas de oxigénio, induz a sintese de MMPs e causa mutagcdo de DNA
mitocondrial. O excesso de radiagdes UV pode inibir as atividades das enzimas
antioxidantes, provocar alteracbes nos sistemas antioxidantes de defesa e,
finalmente, levar ao dano oxidativo na pele. O estresse oxidativo induzido por UV
ativa a via de sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e
em seguida, induz a proteina ativadora 1 (AP-1), resultando em maior ativagéao
de citocinas, como interleucinas e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (WANG et
al., 2016; VIJAYAKUMAR et al., 2020) (Figura 7).

A Figura 7 ilustra os danos provocados devido a absorgéo das radiagcbes
ultravioletas na pele, as defesas antioxidantes naturais da pele e aquelas obtidas

pelas plantas.

Figura 7 - Fotoreagdes e defesas ao dano solar naturais e fitoquimicas.
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Até recentemente os danos causados a pele pelas radiagdes solares eram
atribuidos quase que exclusivamente pela radiagdo ultravioleta. No entanto,
pesquisas evidenciaram que a radiagao infravermelha (IV) e a luz visivel (Vis)
também podem contribuir para o envelhecimento extrinseco da pele (DONG et
al., 2019, LIEBEL et al., 2012; MANN et al., 2019; NAKASHIMA; OHTA; WOLF,
2017, OPLANDER et al., 2011, VANDERSEE et al., 2015, WORTZMAN;
NELSON, 2021).

A radiagao infravermelha, dividida em IV-A, IV-B e IV-C, é responsavel por
51% da radiagao solar total que atinge a pele (Mc DANIEL et al, 2015; DE ASSIS
et al., 2021). A radiagao IV-A regula centenas de genes na pele, com funcéo na
homeostase da matriz extracelular (ECM), apoptose, crescimento celular e
respostas ao estresse. As radiacdes IV-B e IV-C sdo as principais responsaveis
pelo aumento da temperatura da pele associada a exposi¢cao solar, e
relacionadas ndo somente a destruicdo de colageno e elastina da pele como ao
calor, que é caracterizado pelo aumento na expressdo de MMP, enzimas que
degrada colageno e elastina (Mc DANIEL et al, 2015).

Figura 8 - Espectro de radiagao solar que atinge a superficie da Terra: radiagao
ultravioleta UVB (290 — 320 nm) e UVA (320 — 400 nm), luz visivel (400 — 750
nm), e radiagao infravermelha (750 nm —1mm).
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Autoria: Prépria

O espectro visivel intermediario (Vis 400-760 nm) (Figura 8) foi
considerado inofensivo por muito tempo, embora este apresente uma irradiancia
espectral global em uma latitude de 45°N ao meio-dia solar, pico em torno de
500 nm (MANN et al., 2019). E responsavel por 47% da energia solar que atinge
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a pele (WORTZMAN; NELSON, 2021). Algumas indicagdes preliminares
associam a luz visivel a regulagdo positiva da expressdo de MMPs, danos ao
DNA e proliferacdo de queratinécitos.

A luz visivel pode causar ruptura da barreira da pele, inflamagao e
envelhecimento prematuro da pele e, a maioria dos danos ocorrem devido a
exposicao ao espectro de luz azul, que representa os comprimentos de onda da
luz visivel mais curtos e mais altos e dessa forma sao capazes de penetrar
profundamente na pele (WORTZMAN; NELSON, 2021). A hemoglobina e a
melanina da epiderme sao altamente absorventes da luz visivel. A penetracao
maxima da luz azul é de 0,07—1,0 mm (SADOWSKA; NARBUTT; LESIAK, 2017).
No entanto, a pele é exposta a luz visivel durante quase todo o dia e os efeitos
cumulativos dessa podem resultar em danos a pele que contribuem para o
envelhecimento precoce da desta (LIEBEL et al., 2012). A luz visivel de alta
energia, induz a hiperpigmentagéo, em particular em individuos com pele escura.
Além disso, a luz visivel (400-700 nm) e a radiagdo UVA1 (340-400 nm) atuam
sinergicamente na pigmentacgao da pele e eritema solar (MANN et al., 2019).

A luz azul induz um efeito anti-inflamatorio e efeito antiproliferativo; assim,
pode ser benéfica para doencgas inflamatorias cronicas da pele como dermatite
atdpica, eczema e psoriase. Sabe-se ainda que tem uma agao positiva no
tratamento da acne vulgar, crescimento capilar e redug¢ao do prurido. Por outro
lado, existem alguns estudos indicando os efeitos negativos da luz azul, como
aumento do estresse oxidativo, reducdo da capacidade antioxidante dos
fibroblastos, dessincronizagcdo do ritmo noturno das células, e aumento da
resposta inflamatéria (DONG et al., 2019; NAKASHIMA; OHTA; WOLF, 2017;
OPLANDER et al., 2011; SADOWSKA; NARBUTT; LESIAK, 2017; VANDERSEE
et al., 2015).

No interior das células da pele, a exposicédo a luz azul induz a formacéao
de enzimas MMPs que degradam o colageno. Embora os efeitos biolégicos nédo
tenham sido totalmente elucidados, o uso generalizado de dispositivos de diodo
emissor de luz (LED), incluindo o uso de smartphones, tablets e computadores,
tém contribuido para a exposigao cumulativa e com consequéncias a longo prazo
para a saude dos olhos e da pele. A exposigao a luz visivel artificial induz
substancialmente danos mitocondriais, alteragdes nos fibroblastos, aumento da

producdo de EROs, geragao de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1, TNF-a) e
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expressdo de MMP-1 de forma dose-dependente (LIEBEL et al., 2012;
WORTZMAN; NELSON, 2021).

O aumento da producao de moléculas reativas e, com isso, o incremento
do estresse oxidativo é resultado da incidéncia de todas as radiacdes solares na
pele e esta ligado aos fotodanos e ao fotoenvelhecimento (Figura 9) (MC DANIEL
et al, 2015).

Figura 9 — Foto danos e fotoenvelhecimento provocado pelas radiagdes solares.
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Fonte: Adaptado de Mc Daniel et al, 2015.

Dessa forma, metabdlitos presentes em matérias-primas de origem
vegetal podem mitigar os danos causados pelas radiagbes e radicais livres:
inibindo reagdes de radicais livres induzidas por UV nas células da pele e na
matriz extracelular; protegendo lipidios antioxidantes da superficie da pele, tais
como alfa-tocoferol, coenzima Q10, e esqualeno; induzindo sistemas
antioxidantes endogenos em queratindcitos e fibroblastos; atenuando as
respostas inflamatadrias em células cutaneas imunologicas
(queratindcitos/leucécitos/células dentriticas); modulando o estresse metabdlico
e proliferativo excessivo induzido por resposta UV e, reduzindo a
imunossupressao relacionada com UV (imunomodulagdo) (KOSTYUK et al.,
2018; LORIGO; CAIRRAO, 2019). No entanto, para esses biocompostos

vegetais atuarem como descritos acima devem ser veiculados em formulagoes,
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como por exemplo, formulacdes fotoprotetoras que tem como principal fungao

minimizar as agdes deletérias da radiagéo solar.

2.4 PROTETORES SOLARES

Os protetores solares ou fotoprotetores sdo produtos formulados a partir
da associagao dos filtros solares, considerados ingredientes ativos, com veiculos
como solugdes oleosas, aerossois, emulsdes e géis. Essa associagdao forma
diversos produtos finais, com diferentes espectros de acédo contra a radiagao
solar, sensorial, fotoestabilidade, entre outros aspectos. O objetivo dos
protetores solares é proteger contra os efeitos nocivos das radiagdes UVA e UVB
na pele saudavel. Estes devem ser aplicados antes da exposi¢cao ao sol (2
mg/cm?) e, reaplicado a cada duas horas (MANCEBO; HU; WANG, 2014;
PETERSEN; WULF; 2014).

Os filtros solares sao moléculas ou complexos moleculares responsaveis
por promover fotoprotecido contra as radiacdes ultravioleta dos tipos A e B e luz
visivel, de acordo com seus espectros de agdo (MORGANROTH, LIM,
BURNETT, 2013).

A resolugdo RDC N° 69, de 23 de margo de 2016 (BRASIL, 2016) dispde
sobre 0 "REGULAMENTO TECNICO MERCOSUL SOBRE LISTA DE FILTROS
ULTRAVIOLETAS PERMITIDOS PARA PRODUTOS DE HIGIENE PESSOAL,
COSMETICOS E PERFUMES", foi revogada recentemente pela RDC 600 de
fevereiro de 2022 (BRASIL 2022). Na lista estao relacionados filtros solares com
protecdo UVA, UVB ou contra ambas as radiagcbes que podem ser utilizados no
Mercosul.

Os filtros inorgénicos, dioxido de titdnio e Oxido de zinco, atuam
absorvendo (dependendo do tamanho da particula), espalhando e refletindo as
radiagdes UV. Os beneficios desses agentes incluem sua fotoestabilidade, baixa
alergenicidade, e ampla protecéo contra os raios UVA e UVB. O didxido de titanio
apresenta melhor protecdo UVB, enquanto o oxido de zinco oferece melhor
cobertura contra a UVA. Para melhorar a aceitabilidade cosmética, eles sédo
micronizados, resultando em um produto mais transparente que apresenta boa
compatibilidade com a pele (MANCEBO; HU; WANG, 2014).
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Os filtros solares orgéanicos representam a maior parte das moléculas
utilizadas em produtos para protecdo solar. Essas moléculas absorvem as
radiacbes em um comprimento de onda e as convertem em outros menos
prejudiciais ao organismo (RADICE et al., 2016). Podem absorver a radiagcédo
UVA, UVB ou ambas (MANCEBO et al., 2014; MORGANROTH, LIM, BURNETT,
2013).

A Figura 10 representa o mecanismo de agao dos filtros solares fisicos e
quimicos. Filtros organicos absorvem energia da radiacdo UV, causando a
excitagao dos elétrons. Ao retornar ao estado fundamental, a energia é liberada
na forma de calor ou luz. A transicdo de volta ao estado fundamental tem o
potencial de causar modificagdes quimicas, resultando em filtros que sdo menos
eficazes na filtragem de luz UV. Filtros inorganicos podem absorver, refletir e

espalhar a luz UV.

Figura 10 - Mecanismo de acgéao dos filtros solares.
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Fonte: Adaptado de Mancebo et al., 2014

Durante e apdés o desenvolvimento de uma formulacédo fotoprotetora,
diferentes metodologias in silico, in vitro e in vivo, séo utilizadas para avaliar a
atividade fotoprotetora.

O método in silico é resultante de modelos matematicos computacionais
e tem sido utilizado como ponto de partida para o desenvolvimento de protetores
solares. O FPS é obtido por meio de expressdes matematicas (OSTERWALDER,
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SCHUTZ, VOLLHARDT, 2018). Existem alguns programas disponiveis como o
Sunscreen Simulator, BASF e o DSM Sunscreen Optimizer, que permitem ao
formulador simular quali e quantitativamente combinagdes de filtros solares
predizendo o provavel FPS da formulacdo, FPUVA e comprimento de onda
critico. E um método muito utilizado no inicio do desenvolvimento, onde s&o
testadas as possiveis combinagdes dos filtros solares antes da manipulacéo da
formulagado. Esse teste é rapido e apresenta baixo custo, reduz muito o tempo
desta fase do desenvolvimento.

A determinacdo do FPS in vivo é o procedimento mais complexo e
apresenta protocolos que utilizam uma luz padronizada que simula a luz solar.
Recentemente tem se utilizado a ISO 24444 para avaliagéo do FPS in vivo (ISO
24444:2010; 1SO 244444:2019). A Resolugdo — RDC 269 de 10 de margo de
2022 (BRASIL, 2022) define FPS como a “razdo entre a dose de ultravioleta que
causa uma resposta eritematosa minima (MED) na pele protegida e na pele
desprotegida”.,

Para avaliar a protecdo UVA, o método de espectroscopia de refletancia
difusa hibrida (H-DRS), in vivo/in vitro utiliza a espectroscopia de refletancia
difusa (DRS) em que apenas a faixa UVA pode ser avaliada pois a UVB € quase
que completamente absorvida pela pele e a intensidade da radiacao UVB é baixa
para ser medida. Portanto, deve ser combinado com uma medicdo de
transmitancia in vitro para extrapolar na regido UVB da curva de absorcéo e
calcular o FPS (THROM et al., 2020).

Esse método consiste em avaliar a protegao UVA conferida por um produto.
Por método espectrofotométrico utilizando um substrato adequado para a
aplicagao da amostra. O teste se fundamenta na medida de transmitancia da
radiacdo UV pela amostra que é aplicada a um substrato apropriado e com
rugosidade semelhante a da pele. As amostras s&o expostas a niveis
determinados e controlados de radiacdo UV por meio do uso de uma fonte de
irradiagcédo especificada pelo método da The European Cosmetic and Perfumery
Association (COLIPA). Devido a possiveis variagbes de resultados
interlaboratoriais € utilizado o FPS in vivo para o ajuste matematico dos espectros
de transmissao de radiagao através de um coeficiente de multiplicacdo C. Durante
a determinacdo do FPUVA é realizada também a avaliagcdo do comprimento de

onda critico. O valor do comprimento de onda critico (Ac) para o produto teste &
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definido como aquele comprimento de onda onde a area abaixo do espectro de
absorbancia para o produto irradiado de 290 nm a Ac é 90% da integral do
espectro de absorbancia de 290 nm a 400 nm (IPclin, 2022).

O fotoprotetores sao classificados como produtos de grau 2 que devem ser
registrados (BRASIL, 2012) e, portanto, para serem autorizados para
comercializacdo necessitam apresentar para Anvisa os testes de FPS in vivo,
determinacao do nivel de protecdo da radiacdo UVA e o comprimento de onda
critico (BRASIL, 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagbes com atividades antioxidante e fotoprotetora
contendo o extrato rico em polifendis obtido do residuo industrial de Agave

sisalana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Obter o extrato rico em polifenois a partir do residuo do sisal (Agave
Sisalana);

3.2.2 Caracterizar quimicamente o extrato rico em polifenois;

3.2.3 Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato obtido por meio de
diferentes metodologias;

3.2.4 Desenvolver emulsdes fotoprotetoras contendo ou n&o o extrato em
estudo;

3.2.5 Avaliar a estabilidade preliminar e acelerada das formulagdes
desenvolvidas;

3.2.6 Avaliar a seguranca in vivo da formulagdo contendo o extrato rico
em polifendis;

3.2.7 Avaliar a eficacia fotoprotetora in silico da associacdo dos filtros
solares utilizados nas formulacoes;

3.2.8 Avaliar a eficacia fotoprotetora in vitro e in vivo das formulagdes

contendo ou n&o o extrato rico em polifendis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas e reagentes

Quando aplicavel, a nomenclatura dos ingredientes foi apresentada de
acordo com a International Nomenclature of Cosmetic Ingredient — INCI.

Na etapa de extracdo e obtencdo dos extratos de A. sisalana foram
utilizados: agua destilada, alcool etilico absoluto 99,5% PA (QELL, S&do Paulo,
Brasil).,

Para a caracterizacdo dos extratos foram utilizados: acido sulfurico PA
(Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, Brasil), acetonitrila
(Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), D-galactose (Sigma-Aldrich Brasil, S&o
Paulo, Brasil), acido galico (CAQ -Casa da Quimica Industria e Comércio, S&o
Paulo, Brasil), acido acético (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, Brasil),
reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratorios do Brasil, S&do Paulo, Brasil),
reagente de Folin-Ciocalteau (Merck, Darmstadt, Alemanha), bicarbonato de
sodio (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, Brasil),
dimetilsulféxido — DMSO (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema,
Brasil), solucdo de fenol 80% (Quimiobras Industrias Quimicas S.A., Rio de
Janeiro, Brasil), catequina, vanilina, acido elagico, quercetina e eugenol (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA), alcool metilico (Labsynth Produtos para
Laboratdrios Ltda, Diadema, Brasil) .

Na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro os seguintes reagentes
foram utilizados: acido sulfurico PA (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda,
Diadema, Brasil), acido acético (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda.,
Diadema, Brasil), Scloreto de aluminio (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil),
ABTS (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), persulfato de potassio P. A.
(Dinédmica Quimica Contemporanea LTDA, Indaiatuba, Brasil), ferrocianeto de
potassio (CRQ quimica, Sdo Paulo, Brasil), acido tricloroacético (Sigma-Aldrich
Brasil, S&o Paulo, Brasil), cloreto de ferro (Labsynth Produtos para Laboratérios
Ltda, Diadema, Brasil), acido ascorbico (Labsynth Produtos para Laboratérios
Ltda, Diadema, Brasil), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich Brasil, Sao
Paulo, Brasil), ButylHidroxiTolueno — BHT (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo,
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Brasil), fosfato de sédio (Quimiobras Industria e Comércio Ltda — ME, Jaragua
do Sul, Brasil), molibdato de aménio (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias,
Brasil), violeta de piracotecol (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), sulfato de
cobre Il pentahidratado (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), tamp&ao acetato
de sodio (CRQ quimica, Sao Paulo, Brasil), tamp&o acido acético (Vetec Quimica
Fina Ltda, Duque de Caxias, Brasil), cloreto de ferro Il tetrahidratado (Merck, Rio
de Janeiro, Brasil), cloreto de ferro Il (Dinamica Produtos Quimicos Ltda, S&o
Paulo, Brasil), ferrozina (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), fosfato de
s6dio monobasico anidro (Quimiobras Industria e Comércio Ltda — ME, Jaragua
do Sul, Brasil), fosfato de sédio dibasico diidratado (CRQ QUIMICA, Sao Paulo,
Brasil), salicilato de soédio (Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, Brasil), sulfato
ferroso (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, Brasil), EDTA
(Neon Comercial Ltda, Sdo Paulo, Brasil), sulfato de ferro Il (Dinamica Produtos
Quimicos Ltda., S&o Paulo, Brasil), metionina (Dindamica Produtos Quimicos
Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e riboflavina (Dinamica Produtos Quimicos Ltda, S&o
Paulo, Brasil).

Para o estudo de desenvolvimento das formulagdes, foram utilizadas as
matérias-primas listadas a seguir: Agua destilada, EDTA (Neon Comercial Ltda,
Sé&o Paulo, Brasil), Sodium hydroxide, Acrylic Acid/vp Crosspolymer (Ashland
Inc., Sdo Paulo, Brasil), Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl Stearate (and)
Stearyl Alcohol (Mt Arlington, NJ, EUA), Butyl Methoxydibenzoylmethane (Merck,
Rio de Janeiro, Brasil), Octocrylene (Merck, Rio de Janeiro, Brasil), Ethylhexyl
Salicylate (Merck, Rio de Janeiro, Brasil), Bis-Ethylhexyloxyphenol
Methoxyphenyl Triazine (Merck, Rio de Janeiro, Brasil), Homosalate (Merck, Rio
de Janeiro, Brasil), Tridecyl Neopentanoate (Ashland Inc., Sdo Paulo, Brasil),
Laureth-23 (and) Glyceryl Stearate (Ashland Inc., Sdo Paulo, Brasil), Tricontanyl!
PVP  (Ashland Inc., Sao  Paulo, Brasil, Dimethicone  (Jovii
Cosmecéutica, Cachoeirinha, Brasil), hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich Brasil,
Sao Paulo, Brasil), Olus 4000 (Ipel, Sdo Paulo, Brasil)
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Os equipamentos utilizados estao listados no Tabela 1.

Tabela 1 — Equipamentos utilizados no desenvolvimento da pesquisa

Equipamento

Marca, modelo

Cidade, Estado, Pais

Agitador mecanico

IKA, mod. RW 20, digital

Staufen, Baden-
Wadarttemberg, Alemanha

Balanca BEL modelo S5201 Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil
Balanca Shimadzu - modelo Quioto, Quioto, Japao
BL3200H

Bomba a vacuo

Prismatec, Mod.121

Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil

Centrifuga

Fanen, mod 206 BL

Sao0 Paulo, Sao Paulo,
Brasil

Cromatografo liquido de
ultra performance

Shimadzu SPD-10AV
VP UV VIS Detector

Quioto, Quioto, Japao

Coluna Analitica Shimadzu  Shim-pack Quioto, Quioto, Japao
CLC-ODS(M)® C18

Detector de ultravioleta | PMA 2103 LLG | Philadelphia, PA,
SUV detector (Solar Estados Unidos
Light Co. Inc)

Espectrofotdbmetro  de | BioTek, Epoch  Winooski, Vermont,

absorbancia para microplate Estados Unidos

microplacas spectrophotometer.

Espectrofotbmetro UV  BEL SP 1105 Piracicaba, S&o Paulo,

visivel Brasil

Espectroradidmetro UV/Vis 200 nm - 800 nm | Orlando, Flérida,
| OL 756 Gooch & Estados Unidos
Housego

Estufa Odontobras, modelo | Ribeirdo Preto, Sao
ECB1.1, Brasil Paulo, Brasil

Dispersador IKA ULTRA-TURRAX® | Staufen, Baden-

T 18 basic

Wadarttemberg, Alemanha

Geladeira

Mabe, mod.
bem460NFM2A2BR

Itu, Sao Paulo, Brasil

Lampadas de radiagéo
ultravioleta

Phillips, 100 Watts

Amsterdam, Paises

Baixos.

Lavadora Ultrasso6nica

USC-1450

Indaiatuba, Sao Paulo,
Brasil

Liofilizador Christ Alpha 1-2 LD, Harz, @ Saxénia-Anhalt.
Osterode am Alemanha
Medidor de intensidade = Solarmeter® Glenside, Pensilvania,

de radiacao UV

Estados Unidos

pHmetro

Hanna Instruments, mod
HI 21

Woonsocket, Rhode
Island, Estados Unidos.
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Placa de Helioplate HD6 Marseille, Provenca,

polimetilmetacrilato HelioScreenLabs® Franca

(PMMA)

Rotaevaporador Bachi, Model V-700 Essen, Renania do
Norte-Vestfalia,
Alemanha

Simulador solar Model 601 Multiport® SPF = Glenside, Pensilvania,

Testing 6 Output Solar
Simulator (Solar Light Co.

Estados Unidos

Inc)
Simulador solar ProLumina® Itu, Sd0 Paulo, Brasil
Presidente Prudente,
Tamiz Peneira granulométrica  g30 Paulo, Brasil
Triturador Liquidificador industrial = Itajobi, Sdo Paulo, Brasil

Spolu-Benesse, Mod.
SPL-049, Itajobi, Brasil

Viscosimetro

Brookfield-modelo RV-III

Middleboro,
Massachusetts, Estados
Unidos

Autoria: Propria.

4.2 METODOS

O residuo foi cedido pela empresa Sisaltec- Industia de Fibras de Sisal do

RN. A coleta foi realizada na fazenda de cultivo de sisal na cidade de Pedra
Grande, Rio Grande do Norte, Brasil (5°07°56.3”S 35°54°31.7"W). Uma exsicata
da planta foi depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, sob numero de registro UFRN- 20544.

As figuras 11 A, B e C representam o processo de obtencao da fibra e do

residuo do sisal.

Figura 11 — Obtencéao da fibra de sisal e coleta do residuo de Agave sisalana.

A — Folhas de A. sisala e maquina de desfibramento;—B - Fibras das folhas de A. sisalana.; C —
Coleta do residuo das folhas de A. sisalana. Autoria: prépria
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4.2.1 Preparagao do extrato rico em polifenéis

Figura 12 — Etapas da obtencéao e caracterizagdo dos extratos.

Coleta do residuo
do sisal

(Agave sisalana)

Secagem em estufa,
Trituragao,

Tamizagao

Material Vegetal

Sélido

Diluigdo em etanol/agua 50%, 80%
e etanol 100% 1:30, material
vegetal sélido:solvente (p/v).

eFiltragdo a
vacuo,
Ultrassonicag¢do rotaevaporagao,
liofilizagdo.

Maior rendimento:
Extrato etanolico 50%

Rendimento,
Caraterizacdao

quimica,
atividade
antioxidante

4.2.2 Obtencao do extrato rico em polifendis por ultrasonicagao

O residuo, na sua totalidade, por¢cdo solida (denominado de material
vegetal solido) foi seco em estufa de ar circulante a 45°C, no periodo de 5 dias.
Apds secagem, o material foi triturado (triturador em facas) e tamizado em 710
pm.

Diluicdes da porgao solida obtidas do residuo de A. sisalana, foram
submetidas ao processo de extracdo por meio da ultrasonicacdo, conforme
condig¢des descritas abaixo para obtengao do extrato rico em polifendis (Tabela
2).
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Tabela 2- Condi¢des da extracao para obtencao do extrato rico em polifendis por
meio da ultrasonicacgao.

Variaveis Condicoes
Técnica extrativa Ultrasonicagao
Frequencia 25 kHz; 2.45 GHz; Amplitude de onda: 50%
Poténcia 135 W
Temperatura de extracao 60°C
Liquido extrator Etanol/agua destilada (v/v): diluigdo: 50%,
80% e etanol 100%
Proporgao material 19/30 mL (Sdlido/Liquido - S/L)
vegetal/liquido extrator

Tempo de extracao 60 minutos

Autoria: Prépria.

Os extratos obtidos pela técnica descrita acima foram denominados de
EH 50; EH 80 e E 100 conforme concentragao de etanol no liquido extrator. Apds
fitracdo a vacuo, as amostras foram rotaevaporadas (temperatura banho: entre
37 °C e 39 °C , rotagcdo 4 RPM, pressdao minima: 49 mbar) até completa
evaporacao do etanol, liofilizadas por 48 horas e analisadas quanto ao
rendimento de extracdo de acordo com a equagao 1.

, massa da amostra liofilizada
Rendimento (%)= . ——X100 (1)
massa do material vegetal sélido

4.2.3 Caracterizagao quimica
4.2.3.1 Dosagem de compostos fendlicos totais

A determinagéo do teor de fendlicos totais do extrato rico em polifendis
por ultrasonicagéo foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu (DOMINGUEZ et
al., 2005). Inicialmente, uma curva do padréo de acido galico em DMSO foi
realizada em diferentes concentragdes: 1,25, 2,5, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0, 60,0 e
80,0 pg/mL. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos, e, em cada um
foram adicionados 25,0 yL da amostra (extratos ou acido galico), 125,0 yL de

reagente de Folin-Ciocaleu (10% v/vem H20) e 100,0 pL de bicarbonato de sddio
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a 7,5% (p/v). Os brancos foram contituidos de 25,0 yL de DMSO e/ou do
reagente Folin-Ciocaleu (125,0 uL de H20) na auséncia das amostras. As placas
foram incubadas por 40 min., protegidas da luz e em temperatura ambiente. A
leitura foi realizada pelo leitor de ELISA a 765 nm. O conteudo total de compostos
fendlicos nos extratos foi expresso em miligramas equivalente do padréo acido

galico (EAG) por grama de extrato (mg de EAG/g de extrato).

4.2.3.2 Determinacéao de flavonoides totais

A determinacgao do teor de flavondides totais nas fragdes foi realizada por
meio do método do cloreto de aluminio (SOUSA et al., 2015). Uma curva do
padrao de quercetina em DMSO foi construida em diferentes concentracdes: 2,5,
5,0, 10,0, 20,0, 40,0, 60,0 e 80,0 ug /mL. Os ensaios foram realizados em placas
de 96 pocgos, e, em cada pogo foram adicionados 50,0 uL de amostra (extrato ou
quercetina), 160,0 uL de etanol 95% (v/v), 20,0 uL de cloreto de aluminio a 1,8%
(m/v) e 20,0 uL de acetato de sédio (820,3 mg em 100,0 mL de H20). Os brancos
foram constituidos de 50,0 yL de DMSO ou cloreto de aluminio. As placas foram
incubadas por 30 min. em temperatura ambiente. A leitura foi realizada pelo leitor
de ELISA a 415 nm.

4.2.3.3 Anadlise de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Os extratos foram submetidos a CLAE (utilizando o sistema
cromatografico SPD-10AV-VP, detector UV-VIS, Shimadzu), a 280 nm, conforme
descrito anteriormente por Padilha et al. (2018). A separagéao foi realizada em
uma coluna Shim- Pack CLC-ODS C18 (4,6 mm x 150 mm) mantida a 25°C, com
fluxo de fase movel de 0,6 mL/min. por 18 minutos. O volume de injecdo foi de
10,0 pL para cada amostra. Além disso, a constituicdo e gradiente de mével fase
foram de acordo com a Tabela 3. Os padrdes foram solubilizados em solugao de
acido acético (1%, v/v) e etanol (1,5:1, v/v). As curvas de calibracdo foram
construidas em uma faixa de concentragao de 0,1-0,0005 mg/ mL de padrdes de
acido galico, catequina, acido vanilico, acido sirigico, acido elagico, vanilina,

quercetina e eugenol, expressos em mg/100 g de amostra.



48

Tabela 3 — Condi¢des de gradiente da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Composicao

Tempo (min.) Fase A Fase B Fluxo (mL/min.)

(Acido acético 1%) | (Acetonitrila)

0:00 100 0

5:00 70 30

10:00 30 70 0.6
15:00 0 100

18:00 0 100

Autoria: Prépria

4.2.3.4 Analise qualitativa dos metabdlitos secundarios de A. sisalana por
espectrometria de massas

Para essa analise, o EH 50 foi diluido (25 mg/mL) e ultrafiltrado em
centrifuga em 4 ciclos de 4500 rpm/ 50 min, até volume constante do filtrado,
utilizando a coluna Vivaspin 20 MWCO PES 3 kDa. A separagao por
centrifugacao foi realizada com o objetivo de separar fragdes com moléculas de
peso molecular acima e abaixo de 3 kDa.

As analises de LC-MS foram realizadas da seguinte forma: 1,0 mg da
fracao contendo moléculas acima ou abaixo de 3kDa foi ressuspenso em 1,0 mL
de MeOH/H20 na proporcao de 5:5 (p/v). Apos a dissolugdo completa, as
amostras foram centrifugadas. Em seguida, 1,0 yL dessas amostras foram
analisadas por cromatografia liquida de espectrometria de massa-ion Trap (LC-
MS-IT) usando um sistema acoplado a um espectrémetro de massa equipado
com uma fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) e analisador do tipo ion TRap
(Amazon SL Bruker®). As separagdes cromatograficas foram obtidas usando

uma coluna cromatografica fase reversa C18 100A (150 x 2,1 mm, 5 um) e
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mantida a 35°C. A vazao foi de 0,25 mL/min., utilizou-se gradiente de solvente
com fase A (agua com 0,1% de acido formico) e fase B (acetonitrila com 0,1%
de acido formico), de 5% a 100% de B em 20 min., e mantendo a 100% de B por
10 min. O modo negativo foi realizado sem acido formico em ambas as fases.

Os dados de MS foram adquiridos nos modos positivo e negativo usando
uma faixa de MS de m/z 50-1200. Os parametros MS foram estabelecidos da
seguinte forma: pressdo do gas nebulizador, 5,0 Bar; fluxo de gas seco, 10,0
L/min; tensao capilar, 4500 V; temperatura da fonte de ions, 300°C; aquisi¢cao de
taxa de espectros, 3 espectros/s. A fragmentagao Auto MS/MS foi realizada para
0s quatro ions mais intensos por espectro, e foi realizada aplicando uma energia
de dissociagao induzida por colisdo de 60 eV de acordo com a massa parental.
Além disso, o ion precursor foi liberado apds a aquisi¢cao dos espectros MS/MS.
Todos os dados de MS foram analisados com o software Bruker Compass Data
Analysis 4.3 (Bruker Daltonics).

4.2.3.5 Classical Molecular Networking

Os dados de entrada para redes moleculares foram gerados através da
conversao dos dados brutos LC-MS/MS para o formato de dados mzML usando
o software MSConvert (www.proteowizard.sourceforge.net) e depois carregados
na plataforma Web GNPS (https://gnps .ucsd.edu) para redes moleculares. O
fluxo de trabalho de analise foi realizado com o MS-Cluster ativado. Os dados
foram filtrados removendo todos os ions do fragmento MS/MS dentro de +/- 17
Da do precursor m/z. A tolerancia da massa do ion precursor foi ajustada para
2,0 Da e uma tolerancia do ion do fragmento MS/MS de 0,5 Da. Uma rede foi
entado criada onde as arestas foram filtradas para ter uma pontuacéo de cosseno
acima de 0,7 e 6 ou mais picos correspondentes. Além disso, as arestas entre
dois nds foram mantidas na rede se e somente se cada um dos nds aparecesse
nos respectivos top 10 nés mais semelhantes. Os espectros na rede foram entao
pesquisados contra as bibliotecas espectrais do GNPS. Os espectros da
biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados de entrada. Todas as
correspondéncias mantidas entre espectros de rede e espectros de biblioteca
precisavam ter uma pontuacdo acima de 0,7 e pelo menos 6 picos
correspondentes. A rede molecular gerada foi visualizada usando Cytoscape
3.6.0.
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O trabalho de rede molecular no GNPS pode ser encontrado para o modo
positivo em
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=95119831c7b74214949d24
292bd5d4a0. A anotagdo estrutural Molecular Networking disponivel na
plataforma Web Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
foi usada para anotacdo de metabdlitos (Wang et al., 2016). Os espectros
MS/MS que nao foram anotados pela plataforma GNPS foram pesquisados em
um banco de dados interno, construido pelos compostos previamente

caracterizados e identificados na A. sisalana.

4.2.4 Avaliagao in vitro da atividade antioxidante dos extratos obtidos.
4.2.4.1 Avaliagao da capacidade antioxidante total (CAT)

A avaliagdo da CAT foi realizada utilizando a metodologia padronizada por
Prieto, Pineda e Aguiar (1999). Inicialmente, 500,0 uL da amostra (1,0 mg/mL)
foi adicionada de 500,0 uL de solugao reagente (acido sulfurico 0,6 M, fosfato de
sédio 28,0 mM e molibdato de amdnio 4,0 mM) e incubadas em banho-maria a
95 °C durante 90 min. A mistura foi deixada em repouso na temperatura
ambiente e, em seguida, valores de absorbancia foram mensurados
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 695 nm. O padrao
utilizado foi o acido ascorbico e a capacidade antioxidante total foi expressa em
equivalentes de acido ascorbico por massa da amostra aplicada no ensaio.

4.2.4.2 Avaliacao da capacidade do poder redutor

O poder redutor foi avaliado de acordo com o método descrito por Wang
e colaboradores (2008). Diferentes concentragbdes das amostras (0,25; 0,50; 1,0,
2,0, 4,0 e 8,0 mg/mL) foram solubilizadas em tampé&o fosfato (0,2 M, pH 6,6) e
incubadas com ferrocianeto de potassio (1%) a 50°C por 20 min. A reacgao foi
finalizada com a adicdo de &cido tricloroacético (10%) e posteriormente
homogeneizada com agua destilada (25,0 mL) e cloreto de ferro 11l 0,1% (25,0
mg). A absorbancia foi mensurada a 700 nm. O resultado foi expresso como

porcentagem de atividade correspondente a massa de acido ascérbico.
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4.2.4.3 Avaliacdo da capacidade do sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

O potencial de sequestro de radicais foi avaliado por meio do método do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Diferentes concentragbes das amostras foram
avaliadas (0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 e 10,0 mg/mL). Uma solugéo etandlica de
DPPH 0,1fmM (2,0 mL) foi adicionada a 1,0 mL das amostras nas diferentes
concentragdes (ZHANG; LIU; LIN, 2014). Apds agitagdo, as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por um periodo de 30 min.
e as absorbancias foram mensuradas a 517 nm. O BHT foi utilizado como
controle positivo e avaliado nas mesmas concentragdes. A capacidade
sequestrante foi calculada de acordo com a equacao 2 e os resultados expressos

em média e desvio padrao.

absorbancia da amostra
absorbancia do branco

Sequestro de radicais DPPH (%)= [1-( )] X100 (2)

4.2.4.4 Sequestro do radical 2,2'-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS™)

A capacidade de sequestro de radicais foi avaliada utilizando o radical
ABTS"*, segundo método descrito por Re e colaboradores (1999), com
modificagdes. Uma solugéo aquosa (5,0 mL) de ABTS* (7,0 mM) foi adicionada
de 88,0 uL de uma solugéo de persulfato de potassio (140,0 mM). A mistura foi
homogeneizada e armazenada ao abrigo da luz por um periodo de 16 horas. Em
seguida, diluida com etanol até absorbancia de 0,7 no comprimento de onda de
734 nm. Uma aliquota de 280,0 uL da solucdo de ABTS* foi adicionada de 20,0
pL de diferentes concentragdes das amostras (0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 e 10,0
mg/mL). A capacidade de inibicdo do percentual de ABTS" foi calculada de
acordo com a equacgao 3 e os resultados expressos em média e desvio padrao.

()

absorbancia da amostra
)] 100

. v o= |4
Sequestro de radicais ABTS* (%) [1 <absorbéncia 30 branco

4.2.4.5 Quelagao de ions cobre (Cu?*)
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A capacidade de quelar o ion cobre (Cu?*) foi avaliada por meio do método
descrito por Anton (1960). Diferentes massas das amostras (0,1, 0,25, 0,5, 1,0,
1,5, 2,0 ug), solubilizadas em tampao acetato (pH 6,0), foram adicionadas de
uma solucao reagente (piracotecol 4,0 mM e sulfato de cobre) e mensuradas a
632 nm. Uma curva analitica foi construida utilizando o EDTA como padrao nas
concentracdes de 0,0005, 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,015, 0,02, 0,025, 0,05,
0,1 ug/mL. Os resultados foram expressos em porcentagem de quelagéo de

cobre de acordo com a equacao 4.

(4)

absorbancia da amostra
e )] 100
absorbancia do branco

Quelacao de cobre (%)= [1- (
4.2.4.6 Quelagao de ions ferro (Fe?*)

A capacidade das amostras em quelar o ion ferro foi avaliado
espectrofotometricamente por meio do método adaptado de Decker e Welch,
(1990) em um comprimento de onda de 562 nm. Diferentes massas das
amostras (0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ug) foram adicionadas de uma solugéo
reagente (FeCl2 2,0 mM, Ferrozina 5,0 mM) incubadas em temperatura ambiente
por 10 min. Uma curva analitica foi construida utilizando o EDTA como padrao
nas concentracées de 0,0005, 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,015, 0,02, 0,025,

0,05, 0,1 pg/mL. Os resultados foram expressos de acordo com a equagao 5:

absorbancia da amostra (5)
s )] x 100
absorbancia do branco

Quelacao de ferro (%)= [1- (
4.2.4.7 Avaliagao da atividade de sequestro de radical hidroxila (OH")

O potencial de sequestro da radical hidroxila foi avaliado por meio do método
adaptado de Sminorff e Cumbes (1989), fundamentado na reagao de Fenton.
Concentragbes diferentes da amostra (0,25, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/mL) foram
adicionados de uma solugao reagente (sulfato de ferro 10,0 mM, EDTA 10,0 mM,
salicilato de sodio 2,0 mM, 30% H202) incubadas a 37°C por 1 hora e
mensuradas espectrofotometricamente em 510 nm. A curva analitica foi
preparada de forma semelhante, a partir de uma solugao de acido galico (10,0
mg/mL) nas concentragdes de 0,025; 0,500; 1,000; 1,500 e 2,000 mg/mL. Os
resultados foram expressos em percentual de sequestro de radical hidroxila

conforme descrito na equacgéo 6:
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Abs do controle — Abs da amostra)
Abs do controle — Abs do branco

x 100 )

Sequestro de radical hidroxila (%)=

Onde: Abs = absorbancia

4.2.4.8 Sequestro de ions superoxido (O27)

Uma solugao reagente contendo 50,0 nM de tampéao fosfato (pH 7,8), 13,0
mM de metionina, 2,0 yM riboflavina, 100,0 uM EDTA, 75,0 yM NBT foi
adicionada a solugdes contendo diferentes massas da amostra a ser analisada
(0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 mg). Esta mistura foi exposta a luz fluorescente em uma
camara dissipadora de luz por 10 min. para que seja produzido o azul de
formazan. A absorbancia foi avaliada em um comprimento de onda de 560 nm
(DASGUPTA; DE, 2004). O percentual de sequestro de radicais superoxido foi

obtido por meio da equacao 7:

Abs do controle — Abs da amostra) (7)

Sequestro de radical superoxido (%)= Abs do controle — Abs do branco x 100

Onde: Abs = absorbancia

4.2.5 Desenvolvimento das formulagoes

4.2.5.1 Composigcao e método de preparo das formulacdes

Inicialmente foi realizado um levantamento dos componentes como filtros
solares, agentes de consisténcia, emulsionantes e coadjuvantes técnicos de sete
protetores solares, com indicacio para corpo e/ou face, disponiveis no mercado
(Apéndice A). A selegao dos filtros solares foi fundamentada nesta pesquisa e na
formulacéo elaborada em parceria com a empresa Razzini Ltda. Foi verificado se
os filtros solares quimicos constavam na lista positiva de filtros solares na RDC
69 (BRASIL, 2016). As informagdes foram atualizadas com a RDC 600 (BRASIL,
2022) e os filtros solares permanecem nessa lista positiva. Também foi consultada
a RDC 30 (BRASIL, 2012), atualizada pela RDC 629/2022 (BRASIL, 2022) que
estabelece os requisitos técnicos para produtos fotoprotetores..

Com o objetivo de obter o FPS in silico, as concentragdes de filtros solares
sugeridas, foram adicionadas ao programa Sunscreen Simulator da BASF (BASF,
2019).
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A composicado da emulsao fotoprotetora esta apresentada na Tabela 4.

Como mencionado anteriormente, quando aplicavel, a nomenclatura dos

ingredientes foi apresentada de acordo com o INCI.

Tabela 4 — Composicdo das emulsdes fotoprotetoras estudadas.

Componentes (INCI)

%

FASE A
Aqua g.s.p. 100,00
Disodium EDTA 0,10
Sodium Hydroxide (solugado aquosa 10%) 0,16
Acrylic Acid/VP Crosspolymer X*
FASE B
Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl Stearate (and) Stearyl X*
Alcohol
Butyl Methoxydibenzoylmethane 2,00
Octocrylene 4,00
Ethylhexyl Salicylate 2,50
Tridecyl Neopentanoate 0,60
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine 2,00
Homosalate 9,00
Laureth-23 (and) Glyceryl Stearate 0,50
Dimethicone 0,60
TriAcontanyl PVP 0,60
FASE C
Sodium Hydroxide (solugao aquosa a 10% ) 1,10
FASED
Olus 4000 0,60
Extrato do residuo de A. sisalana X**

X*= as concentragdes foram variadas. X**= quando adicionado o extrato a concentragao foi de

1%. Autoria: Propria.
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A fase A foi aquecida a temperatura entre 75°C e 80°C. Em outro
recipiente, aqueceu-se os ingredientes da fase B entre 80°C e 85°C. A fase B foi
vertida na fase A sob o cisalhamento de 7.200 rpm a 11.200 rpm durante 5 min.
ou 15 min. divididos em trés etapas em cada tempo. A mistura foi neutralizada
com a fase C, interrompeu-se o alto cisalhamento e manteve-se a
homogeinizagdo sob agitagdo mecanica a 1000 rpm, durante 5 min. ou até o
arrefecimento a 40 + 2 °C. A fase D foi adicionada a temperatura inferior a 40 °C
e a formulagcdo mantida em agitagcdo mecanica de 1000 rpm por 5 min. Nas
formulagdes com o extrato, este foi incorporado na fase D na concentragao de
1% (p/p).

A partir dos constituintes descritos na tabela acima (Tabela 4), foram
desenvolvidas 10 emulsdes variando as concentragdes do polimero Acrylic
Acid/VP Crosspolymer que sera denominado pelo nome comercial de -
UltraThix™ e do emulsificante Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl Stearate
(and) Stearyl Alcohol, denominado de PolyAquol™ 2W e, o tempo de

cisalhamento, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Emulsdes desenvolvidas variando as concentragcbes dos
componentes e o tempo de cisalhamento.

Variaveis estudadas

Concentragao Concentragao Tempo de
Emulsao UltraThix™ PolyAquol™ 2w cisalhamento
(%) (%) (min.)
E1 - 2,00 15
E2 - 3,00 15
E3 - 4,00 15
E4 - 5,00 15
ES 0,60 2,00 15
EG 0,45 2,00 15
E7 0,30 2,00 15
ES8 0,60 2,00 5
E9 0,45 2,00 5
E10 0,30 2,00 5

Autoria: Prépria
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Submeteu-se as emulsdes ao teste de centrifugacao (4.2.4.3.1 a) e

aquelas em que foi observada estabilidade frente a esta analise, foram

submetidas aos proximos experimentos.

Foram preparadas emulsdes contendo ou nao 1,0% (p/p) do extrato de A.

sisalana 50%, mantendo a mesma concentracédo de PolyAquolTM 2W (2%), e

variando as concentragdes do UltraThix™ (0,6%, 0,45% e 0,3%) e o tempo de

cisalhamento (5min. e 15min.), conforme Tabela 6.

Tabela 6 — Emulsdes contendo ou ndo o EH 50 do residuo de Agave sisala na
concentracdo de 1,0% variando o polimero UltraThix™ e o tempo de

cisalhamento.

Emulsodes Extrato de Concentragao Tempo de
Agave UltraThix™ (%) cisalhamento

sisalana (%) (minutos)
E5 0,0 0,60 15
E5’ 1,0 0,60 15
E6 0,0 0,45 15
E6’ 1,0 0,45 15
E7 0,0 0,30 15
E7 1,0 0,30 15
ES8 0,0 0,60 5
E8 1,0 0,60 5
E9 0,0 0,45 5
E9’ 1,0 0,45 5
E10 0,0 0,30 5
E10’ 1,0 0,30 5

Autoria: Prépria.

4.2.5.2 Avaliagcao das formulacdes

4.2.5.2.1 Analise macroscopica das formulacbes
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A analise macroscépica (visual) foi realizada apds vinte e quatro horas do
preparo das amostras, observando-se as caracteristicas organolépticas (cor e
odor) e a homogeneidade das formulagbes a fim de identificar provaveis
processos de instabilidade como cremagem, floculagdo e coalescéncia
(FERRARI, 1998, 2002). Foram utilizados os seguintes critérios de registros das
observagdes (ANVISA, 2004; FERRARI, 1998, 2002): Normal ou sem alteragdes

(N); Levemente modificada (LM); Modificada (M) e Intensamente modificada (IM).

4.2.5.2.2 Determinagé&o do tipo de emulséo

Para determinacdo do tipo de emulsdo utilizou-se o teste de diluigado
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995). Em um tubo de ensaio foram adicionados
1,0 g da amostra e 9,0 g de agua destilada. Apés homogeneizagao, observou se
0 aspecto. A amostra que apresentou um aspecto homogéneo foi caracterizada
do tipo O/A.

4.2.5.3 Estudo de estabilidade das formulagdes

4.2.5.3.1 Testes preliminares de estabilidade

As amostras foram mantidas por cinco dias em estufaa 45 + 2 °C
. As avaliagbes foram realizadas apos 24 horas do preparo (to) € no quinto
dia (t5). (RIBEIRO et al., 2015). Os seguintes parametros foram analisados:

a) Teste de centrifugagao: amostras de 10,0 g foram adicionadas em tubos
cbnicos e submetidas a 3000 rpm durante trinta minutos a temperatura ambiente
(25 £ 2 °C) (ANVISA, 2004). Foram observadas as caracteristicas organolépticas
e processos de instabilidade, como a separagcdao de fases, cremeacido e
sedimentacao (4.2.5.2.1). As amostras que apresentaram algum processo de
instabilidade foram eliminadas do estudo (FERRARI, 1998, 2002; LIMA et al.,
2008; PIANOVSKI et al., 2008).

b) Determinacéo do valor do pH: Em um tubo de ensaio foram adicionados
1,0 g da emulsédo e 9,0 g de agua recém destilada, homogeneizadas e
determinado o valor do pH, inserindo o eletrodo diretamente na amostra diluida
(DAVIS, 1977; FERRARI, 1998, 2002; LIMA et al., 2008; PIANOVSKI et al., 2008).
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c) Determinagcdo da viscosidade: a determinagdo da viscosidade foi
realizada em viscosimetro tipo cone e placa, acoplado a um Software Rheocalc
versao V 3.01. Os parametros foram determinados a 25 + 2 °C utilizando o spindle
CP 51 (d = 12 mm, 6 = 1.565° e 0,5 g de cada amostra. Os reogramas foram
obtidos com curvas ascendentes e descendentes com aumento da velocidade de
rotacdo progressivo (1 rpm a 10 rpm) para obter-se a curva ascendente, e 0
procedimento foi repetido no sentido inverso com a diminuicao das velocidades
(10 rpm a 1 rpm) para obter-se a curva descendente. As medidas foram realizadas
em intervalos de 2 rpm, mantendo a rotagdo durante 10 segundos em cada
velocidade (LIMA et al., 2008). As leituras foram realizadas em triplicata para cada
lote.

d) Analise estatistica: Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
normalidade da distribuicdo amostral e avaliados através do teste paramétrico da
Analise de Variancia (ANOVA) e, complementarmente, através do teste de Tukey.

A avaliacao foi realizada pelo software estatistico GraphPad Prism 7.

4.2.5.3.2 Testes de Estabilidade Acelerada (TEA)

Foram acondicionadas trinta gramas (30,0 g) das emulsdes consideradas
estaveis pelos testes preliminares em potes de poliestireno e submetidas a
condigdes variaveis de temperatura: temperatura ambiente (25 + 2 °C); geladeira
(4 £ 2°C) e estufa (45 + 2 °C). As leituras foram realizadas nos tempos zero (24
horas apos o preparo), 30, 60 e 90 dias (FERRARI; ROCHA-FILHO, 2011; LIMA
et al., 2008; PIANOVSKI et al., 2008).

Os parametros avaliativos foram: determinacdo do valor do pH
(4.2.5.3.1.b) e determinagao da viscosidade (4.2.5.3.1 c).

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de normalidade
da distribuicdo amostral e avaliados através do teste paramétrico da Analise de
Variancia (ANOVA) e, complementarmente, através do teste de Tukey e

avaliados pelo software de modelagem estatistica Jamovi 1.6.23.

4.2.6 Estudos clinicos de seguranca em produtos cosméticos
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4.2.6.1 Avaliagdo dermatoldgica da irritabilidade dérmica primaria, acumulada e
sensibilizagao

Foram selecionados 60 voluntarios sadios seguindo critérios de inclusao:
fototipos | a IV; ambos os sexos; faixa etaria entre 18 e 65 anos; pele integra na
regido de estudo (regido dorsal). Entre os critérios de exclusdo destacam-se:
dermatoses ativas (local e disseminada); gestantes ou lactantes; antecedentes
de reagdes alérgicas, irritagcdo ou sensagdes de desconforto intensas a produtos
de uso topico: cosméticos e medicamentos; participantes com histérico de
alergia ao material utilizado no estudo; antecedentes de atopia; antecedentes de
patologias agravadas ou desencadeadas pela radiagao ultravioleta; entre outros.
Os pacientes deveriam evitar medicacbes como: anti-inflamatérios, anti-
histaminicos, imunossupressores, vitamina A acida e derivados bem como n&o
realizar tratamentos estéticos ou dermatologicos durante o estudo.

O produto foi aplicado sobre apdsitos semi-oclusivos e esses foram
colocados no dorso direito ou esquerdo dos participantes (segundo
aleatorizagao). Foi utilizada agua destilada como controle. As posi¢cdes dos
produtos e controle nos apdsitos de cada participante foram mantidas ao longo
de todo o teste.

Foi realizada avaliagdo médica inicial no momento da inclusdo dos
participantes para verificacdo da auséncia de sinais clinicos iniciais
incompativeis com a inclusdo dos participantes. Os participantes foram
questionados sobre as sensagdes de desconforto sentidas, paralelamente ao
exame clinico que incluiu a verificagao de sinais clinicos como edema, eritema,
pustulas, bolhas, papulas, crostas e nédulos.

Apods a avaliagdo médica inicial, iniciou-se a pesquisa. Foi empregado o
teste de contato (patch test). O produto e o controle foram aplicados sob apdsito
semi-oclusivo no dorso dos participantes, no lado direito ou esquerdo (de acordo
com a randomizacgéao). O teste de contato permaneceu na pele durante 48 horas,
sendo retirado apds esse tempo para leitura de sinais clinicos e questionamento
das sensacgbes de desconforto pelo médico dermatologista. Apés a leitura, novo
aposito foi colocado, mantendo-se os produtos na mesma posigéo. O teste teve
duragcao de 6 semanas com fases de indug¢ao, descanso e desafio.

A avaliagdo de segurancga clinica teve acompanhamento dermatolégico e

disponibilidade médica 24 horas para eventuais rea¢des adversas. Esse teste foi
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realizado em parceria com a empresa |Pclin e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Invitare Pesquisa Clinica Auditoria e Consultoria Ltda sob o CAAE n.
63069722.2.0000.8098 (Anexo 1).

4.2.6.2 Avaliagdo dermatolégica do potencial de fototoxicidade e
fotossensibilizagao.

Foram selecionados 30 voluntérios sadios seguindo critérios de inclusao:
fototipos | a IV; ambos os sexos; faixa etaria entre 18 e 65 anos; pele integra na
regido de estudo (regido dorsal). Como critérios de exclusdo inclui-se: marcas
cutaneas na area experimental que interfiram na avaliagao de possiveis reagcoes
cutaneas (disturbios da pigmentacdo, malformagbes vasculares, cicatrizes,
aumento de pilosidade, efélides e nevus em grande quantidade, queimaduras
solares);dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos
resultados do estudo; gestantes ou lactantes; antecedentes de reagdes
alérgicas, irritacdo ou sensagdes de desconforto intensas a produtos de uso
topico: cosméticos e medicamentos; antecedentes de atopia; antecedentes de
patologias agravadas ou desencadeadas pela radiagao ultravioleta; portadores
de imunodeficiéncias; exposi¢cao solar intensa ou a sessido de bronzeamento até
15 dias antes da avaliacdo inicial; previsdo de exposi¢ao solar intensa ou a
sessao de bronzeamento, durante o periodo de condugdo do estudo; previsdo
de tomar banho de mar, piscina ou sauna durante o estudo; participantes que
praticam esportes aquaticos; entre outras.

Os pacientes deveriam evitar medicagdes como: anti-inflamatérios, anti-
histaminicos, imunossupressores, vitamina A acida e derivados bem como nao
realizar tratamentos estéticos ou dermatologicos durante o estudo.

O produto foi aplicado sobre apdsitos semi-oclusivos e esses colocados
no dorso direito ou esquerdo dos participantes (segundo aleatorizagao). As
posicdes dos produtos e controle nos apodsitos de cada participante foram
mantidas ao longo de todo o teste. Foi realizada avaliagdo médica inicial no
momento da inclusdo dos participantes para verificacdo da auséncia de sinais
clinicos iniciais incompativeis com a inclusdo dos participantes.

Para a realizagao da pesquisa, o produto e o controle foram aplicados sob

aposito semi-oclusivo no dorso dos participantes, no lado direito ou esquerdo (de
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acordo com a randomizagao). O teste de contato permaneceu na pele durante
48 horas, sendo retirado apds esse tempo para irradiagdo da regido com UVA
na dose de 4 J/cm?. Apods irradiacdo, foi realizada a leitura de sinais clinicos e
questionamento das sensacgbes de desconforto pelo médico dermatologista.
Entdo, novo apdsito foi colocado, mantendo-se os produtos na mesma posigao.
As aplicacdes, leituras e irradiagbes foram realizadas ao longo de 6 semanas
com fases de indugao, descanso e desafio.

Utilizou-se um Simulador Solar constituido por lampadas de radiagao
ultravioleta de 100 Watts, com controle digital do tempo de irradiagéo. A radiagéo
foi controlada por um medidor de intensidade de radiacdo UV. A radiacao
ultravioleta usada corresponde aproximadamente a uma hora de exposicao solar,
ao meio-dia de um dia tipico ensolarado de janeiro. A dose de radiagdao UVA
adotada foi de 4 J/cm?. A intensidade de radiagdo medida da lampada foi de 10
mW/cm?. Portanto, o tempo de exposigao foi de 6 min 40 s. Esse teste foi realizado
em parceria com a empresa IPclin e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Invitare Pesquisa Clinica Auditoria e Consultoria Ltda sob o CAAE n.
63070422.0.0000.8098 (Anexo 2).

4.2.7 Avaliagao da atividade fotoprotetora

As avaliagdes da atividade fotoprotetora das formulagdes contendo ou

nao o extrato do residuo de A. sisalana estido mencionadas na tabela 7.

Tabela 7 - Testes realizados para avaliar a atividade fotoprotetora das emulsdes
contendo ou n&o o extrato do residuo de A. sisalana.

Parametro TIPO Protecao solar Metodologia
avaliado esperada
Determinagéao In silico Sunscreen
FPS Simulator da Basf
Determinagéao In vivo 30 ISO 24444:2019
FPS
Determinacéao In vitro Minimo 1/3 do ISO 24443:2012

FPUVA FPS de rétulo
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Determinacéo do In vitro Minimo 370 nm ISO 24443:2012
comprimento de

onda critico

Absorcao na In vitro ISO 24443:2012

faixa da luz

visivel
Absorcao na In vitro ISO 24443:2012

faixa da luz azul

Autoria: Propria

4.2.7.1 Determinacéao do fator de protegao solar in vivo

O fator de protegéao solar (FPS) foi determinado de acordo com o protocolo
da norma ISO 24444:2019 — Cosmetics — Sun protection test methods — In vivo
determination of the sun protection factor (SPF). O teste in vivo foi realizado em
parceria com a empresa IPclin (Vinhedo, SP), aprovado Comité de Etica em
Pesquisa da Invitare Pesquisa Clinica Auditoria e Consultoria Ltda sob o CAAE
n.63109522.9.0000.8098 (Anexo 3).

Utilizou-se como critérios de inclusdo para esse estudo pacientes com
idade entre 18 até 65 anos; fototipos: | a lll; sexo masculino e feminino; angulo
tipolégico individual (ITA®) maior que 28° - determinado por colorimetria (escala
Fitzpatrick). Como critérios de exclusao disturbios da pigmentagéo, malformacgdes
vasculares, cicatrizes, aumento de pilosidade, efélides e nevus em grande
quantidade, queimaduras solares; gestantes ou lactantes; antecedentes de
reacdes alérgicas, antecedentes de patologias agravadas ou desencadeadas pela
radiagao ultravioleta; portadores de imunodeficiéncias; transplantados renais,
cardiacos ou hepaticos; exposi¢ao solar intensa ou a sessdo de bronzeamento
até 15 dias antes da avaliacao inicial; previsdo de tomar banho de mar, piscina ou
sauna durante o estudo; uso de imunossupressores, anti-histaminicos, anti-
inflamatdrios ndo hormonais, e corticoides até duas semanas antes da selecao,

entre outros.
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Participaram do estudo 10 voluntarios do sexo feminino com idades entre
21 e 54 anos e fototipos | a lll.

Como fonte de radiagao ultravioleta para irradiacdo dos voluntarios foi
utilizado o simulador solar com lampada de arco de xendnio de 300 W utilizando-
se 0 PMA 2103 SUV LLG como detector de ultravioleta eritema-efetivo, para ajuste
de poténcia antes de cada radiagao.

A dose eritematica minima (MED) de cada participante foi determinada por
uma sequéncia de exposig¢ao a luz ultravioleta, com intensidade (MED/minuto)
aumentada em progressao geométrica, sendo cada exposi¢gao graduada com
aumento de 12% em relag&o a anterior (1,12n). Apds 16-24 horas da irradiagao
foi feito o exame dermatolégico local para verificagdo dos pontos com
aparecimento de eritema.

Apés a determinagdo da MED, fez-se a determinagdo do FPS estatico
(seco). No dorso (regiao infra-escapular) de cada participante foram demarcados
com caneta cirdrgica retangulos de 5,0 x 7,0 cm (35 cm?), chamados de sitios. Os
sitios foram limpos com algodao seco. Nos sitios demarcados foram aplicados 2
mg/cm? das amostras em avaliagdo ou do produto padrdo, espalhando-os
homogeneamente com dedo envolto numa dedeira. Apos a aplicagdo, os
participantes aguardaram 15 minutos para a secagem. Apds a secagem foi feita a
irradiacado do sitio, considerando o tempo definido da MED individual e o FPS
esperado do produto. 16-24 horas apds a irradiacdo foi feito o exame
dermatoldgico local para a determinagéo do FPS.

O valor do FPS é definido pela razdo entre o tempo necessario para
produzir uma MED na pele protegida com produto contendo filtro solar (MEDp) e
o tempo necessario para produzir uma MED na pele néo protegida (MEDu). Assim,

o FPS é calculado pela Equacéo 8:

FPS = MED, pele protegida/
MED. pele nao protegida FPS (8)

Para cada participante foi calculado o valor do FPS. Para o painel de
participantes foi calculado o FPS médio, o desvio padrao e o limite inferior do

intervalo de confianga 95%.
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Figura 13 — Equipamento para determinagéo do fator de protecao solar in vivo

Fonte: IPclin (https://www.grupoipclin.com.br/pt-br/servicos/clinicos-in-vivo)

4.2.7.2 Determinacao do Fator de Protecao UVA in vitro

A determinacao do Fator de Prote¢cao UVA (FPUVA), por meio de método
espectrofotométrico, foi descrita inicialmente por B. L. Diffey e J. Robson e
modificada e adaptada pela COLIPA. O protocolo foi fundamentado na norma ISO
24443:2012 - Determination of sunscreen UVA photoprotection in vitro.

Para este método, placas de PMMA (poli-meta-acrilato de metila HD6 -
Helioplate) com um lado do substrato texturizado foram utilizadas. O produto foi
aplicado no substrato uniformemente distribuidas ao longo da placa, na razéo de
1,3 mg/cm?. Em seguida, espalhado de modo padronizado com dedo protegido
por dedeira de latex descartavel até obtengédo de filme uniforme. A amostra foi,
entdo, submetida a secagem em temperatura ambiente por pelo menos 30
minutos no escuro antes da realizag&o da leitura. Uma placa de PMMA com 5,0mg
de glicerina espalhada foi utilizada para o registro da linha de base do

espectrofotdmetro.

Pré-irradiacao das placas:
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Uma dose unica de irradiacao foi calculada a partir do valor de FPUVAo. As
amostras foram mantidas abaixo de 40°C durante a exposigao a radiagao UV.

Calculos:

A) Calculo do FPS in vitro (equagao 9):

A=400
J-).=2‘)0

[2% By x I x 10402 x d

E, xI, xd
FPSim'l'tro = - - -

(9)

Onde:
e E()) = Espectro de agéo para o eritema CIE 1987
e |(1) = Espectro de irradiancia da fonte UV
e Ao(r) = Absorbancia monocromatica média do produto em teste antes da
exposicao

e UV di = Variagdo no comprimento de onda (1 nm)

B) Calculo do FPS in vitro ajustado e determinagdo do coeficiente de ajuste
“C”..

“C” é o coeficiente de ajuste (equagao 10) utilizado para ajustar o valor de
FPS in vitro com o FPS do produto determinado in vivo (rotulado). E recomendado

que “C” esteja entre 0,8 e 1,2.

~A=400
E, xI; xd
FPS = JA:ZC)O ! ! - = FPSim'ivo

invitro,aj A=400
-An3 XC
300 Ea X Iy X 107402%€ x d,

(10)
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C) Calculo do FPUVAo: FPUVAo é calculado para cada placa de PMMA

individualmente de acordo com a seguinte equagao (11):

A=400

FP —UVA, = 4=320

~A=400 )
11_320 P, X I X 10~40a%C x d/l

P, xI, xd,

(11)
Onde:
e P ()) = Espectro de agao para o PPD.

D) Calculo da dose UVA ‘D’ para a irradiacdo da amostra

A dose UVA unica “D” € deduzida do valor de FPUVAo. A dose unitaria Do
foi definida experimentalmente para se obter boa correlacdo entre o FPUVA in
vivo e o FPUVA in vitro. De acordo com o método COLIPA Do = 1,2 J.cm™

(Equagao 12):
D = FPUVAo x Do Jlcm?  (12)

E) Célculo do FPUVA apos a irradiagdo da amostra: O FPUVA in vitro é calculado

usando a equacéao abaixo (13):

A=400

FP—-UVA = A=320 PA xl/l X d).

~A=400 )
_')._320 P, X1 X 10-4 axC x d/l

(13)
Onde:
e A (L) é a absorbancia monocromatica média do produto em teste apds a
exposicao UV.
Cada placa de PMMA foi lida em diferentes sitios a fim de assegurar que
pelo menos 2 cm?fossem medidos.
O PFUVAo ou FPUVA de uma placa é calculado através da absorbancia

média de todos os sitios de uma mesma placa de PMMA. Se o coeficiente de
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variag&o para a absorbéancia entre os diferentes sitios excedesse 50%, esta placa
foi rejeitada e uma nova placa preparada.

O FPUVAo ou FPUVA do produto é a média dos FPUVAo ou FPUVA de
pelo menos 3 placas individuais. Se os coeficientes de variacdo entre os FPUVAo
ou FPUVA das placas individuais excedessem 20% entdo novas placas eram

preparadas até que o critério para o coeficiente de variagao fosse alcangado.

E) Célculo do comprimento de onda critico

Uma série de valores de absorbancia (dependente do incremento do
comprimento de onda) sdo calculados para cada uma das trés placas,
separadamente, nas quais o produto teste foi aplicado. A absorbancia em cada
incremento do comprimento de onda (AA) é calculada da seguinte forma (Equacgao
14):

A(L)=log (C (1) P (1)) (14)
Onde:

e C(A)=nCM[1]+C M)[2]* ... *C(1)[n]

e P()=nPM)[1]*P M)2]* ... * P(A)[Nn]

e C (1) [n]= Média aritimética das medidas de transmissdo tomadas como n
pontos de medida e o comprimento de onda A da amostra de referéncia
(Placa de PMMA rugosa e tratada com glicerina)

e P (1) [n]= Média aritimética das medidas de transmissao tomadas como n
pontos de medida e o comprimento de onda A da amostra tratada com o

protetor solar (na placa de PMMA rugosa)

O Comprimento de onda critico Ac € calculado para cada placa irradiada
(Equacao 15):

Ac 400

[4)d(2) = 0.9 [ A(2)*d(4)

290 290

(15)
O valor do comprimento de onda critico final para cada produto teste € a

média dos valores de cada placa de PMMA irradiada e tratada com o produto.
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Os testes para determinacdo do Fator de Protecdo UVA in vitro e
comprimento de onda critico descritos acima foram realizados em parceria com a

empresa IPclin (Vinhedo, SP).

4.2.7.3 Avaliagao da absorc¢ao na faixa de Luz visivel e Luz azul

Neste estudo foi utilizado o espectroradidmetro com esfera de integragcéo
para leitura das amostras nas faixas de 400 nm a 800 nm (luz visivel) e de 400
nm a 500 nm (luz azul). O substrato utilizado na analise foram as placas de
polimetilmetacrilato (PMMA), apresentando em uma de suas superficies
rugosidade padronizada de 6 pm.

O produto foi aplicado no substrato uniformemente e distribuido ao longo
da placa (1,3 mg/cm?). Em seguida, o produto foi espalhado de modo padronizado
com dedo protegido por dedeira de latex descartavel até obtencdo de filme
uniforme. A amostra foi submetida a secagem em temperatura ambiente por pelo
menos 30 minutos no escuro antes da realizagao da leitura. Encerrado o periodo
de repouso, as placas foram inseridas no equipamento de espectrofotometria para
as leituras. Em cada placa foram feitas leituras em cinco diferentes pontos.

Uma placa de PMMA “branco” (sem aplicagdo de amostra) foi posicionada
sobre a esfera de integracdo do espectroradidbmetro e foi obtida a irradiancia
espectral da fonte de luz visivel (Suntest CPS+) na faixa de 400 nm a 800 nm em
triplicata, de modo que toda a luz incidente no detector fosse a transmitida pela
placa “branco”.

As trés placas com o produto aplicado foram posicionadas sobre a esfera
de integracédo do espectroradidbmetro para obtengao da irradiancia espectral da
fonte de luz visivel na faixa de 400nm a 800nm em triplicata, de modo que toda a
luz incidente no detector fosse a transmitida pelas placas com produto.

Primeiramente calculou-se a irradiancia total emitida pela fonte de luz que
incidiu através da placa “branco” (sem aplicagdo de amostra). Os valores de
irradidncia em cada comprimento de onda (400 nm a 800 nm) foram integrados
conforme a Equacéo 16. A irradiancia total emitida através das placas com produto
foi igualmente determinada utilizando a Equagéo 16.
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(16)
Onde:
e FEt =Irradiancia total

e EA = Irradidncia no comprimento de onda A

A transmiténcia do produto (quantidade percentual de luz que é transmitida

pelo produto aplicado na placa) foi entdo calculada através da Equacgao 17.

T= Et produto/
Et branco (17)

Onde:
e T =transmitancia
e Et produto = Irradiancia total obtida através da placa com produto

e Et branco = Irradiancia total obtida através da placa em branco

A porcentagem de absorg¢ao do produto (quantidade de luz que é absorvida

pelo produto aplicado na placa) foi calculada de acordo com a Equacgao 18.

%A =100% -T (18)
Onde:
e T = transmitancia
e %A = porcentagem de absorg&o do produto.
Os mesmos calculos mencionados acima foram realizados na faixa de luz
azul (400 nm a 500 nm). Os testes de absorc¢ao na faixa de luz visivel e luz azul

foram realizados em parceria com a empresa IPclin (Vinhedo, SP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 OBTENCAO DO EXTRATO RICO EM POLIFENOIS POR
ULTRASONICAGCAO

Foi realizado um estudo utilizando a ultrasonicagcdo como metodologia
extrativa. Essa metodologia foi escolhida por minimizar o tempo de extragéao,
aumentar a estabilidade e diminuir a degradagdo dos compostos em
comparagdo com a extragdo convencional como a maceragao (AGUILAR-
HERNANDEZ et al., 2019). Além disso é possivel mitigar o uso de solventes e
poluentes e, tem sido amplamente descrita na literatura a fim de otimizar a
extragdo de polifentis (AGUILAR-HERNANDEZ et al., 2019; ANAYA-ESPARZA
et al, 2018; ARTEAGA-CRESPO et al, 2020; BARBA et al., 2020;
FERNANDEZ-BARBERO et al., 2019; HOU et al., 2019; JHA; DAS; DEKA, 2017;
KALTSA et al., 2020; UMMAT et al., 2020; ZHANG et al., 2019.

Para essa metodologia foi utilizado como substrado o material vegetal
solido para obtencdo do extrato rico em polifendis. Como liquido extrator a
mistura do etanol e agua destilada em diferentes proporgdes 50%, 80% e etanol
100% (v/v). Os extratos obtidos apresentaram-se na forma de pd, coloragao
amarelo esverdeado e odor caracteristico da planta. O resultado do rendimento
de extracdo esta apresentado na tabela 8, expresso considerando 10,0g de
material solido do residuo do sisal, seco em estufa de ar circulante e a massa do
extrato obtida apds a liofilizagao.

Tabela 8 - Rendimento de extragdo por ultrasonicagdo do material vegetal sélido
do residuo extraido em diferentes proporcées de solventes hidroeetandlicos
(50%, 80%) e 100% de etanol.

EH 50% (v/v) EH 80% (V/v) E 100%

Rendimento
extragao (m/m) 35,40% 2,15% 1,98%

Legenda: Autoria: Propria.



71

Tradicionalmente, os compostos fendlicos podem ser extraidos por
meétodos convencionais como extracdo com agitagdo, maceragéo, prensagem a
frio, hidrodestilacdo etc. No entanto, a maioria dessas técnicas é fundamentada
no poder de extragdo de diferentes solventes, juntamente com a aplicagao de
calor e longos tempos de extragcdo. Essas abordagens podem causar perda de
conteudo de polifenol devido a oxidagao, ionizagdo e hidrolise (AGUILAR-
HERNANDEZ et al., 2019).

A extragao por ultrassom pode produzir um efeito de cavitacéo, cuja agao
pode causar alteracdes fisicas e mecanicas nas matérias-primas, facilitando a
extracdo dos compostos. As condigdes extrativas como o tempo, temperatura,
tipo de solvente, concentracdo e o0 modo como a irradiagdo ultrassbénica é
aplicada (direta ou indiretamente) influenciam diretamente na eficiéncia e
rendimento da extracdo (MEDINA-TORRES et al., 2017).

Sabe-se que os compostos vegetais apresentam ampla quantidade e
variedade de compostos bioativos, além da possibilidade de interacdo entre os
compostos. Portanto, ndo existe sistema de extracdo com solventes que seja
satisfatério para o isolamento de todos ou de classe especifica de antioxidantes
naturais. Alguns fendlicos com alto peso molecular, sdo insoluveis em agua.
Entretanto, mistura de substancias fendlicas de diferentes classes sé&o
solubilizadas no solvente do sistema escolhido. Etanol e agua séo os solventes
mais empregados para a extragao de polifendis. A agua extrai com eficiéncia os
compostos fenolicos com atividade antioxidante devido a sua polaridade e o
etanol tem baixa toxicidade quando comparado a outros alcoois de cadeia curta
(ANDREO; JORGE, 2006).

No presente estudo, a extragdo por ultrassom apresentou os melhores
rendimentos com etanol e agua destilada na propor¢cao de 50% (v/v) como
liquido extrator. Os resultados obtidos mostraram rendimentos de extragao
superiores aos apresentados por Oroian et al., (2020) e Zhang et al., (2019) que
usaram condi¢cdes de extracao semelhantes a esse trabalho. Hou et al., 2019
observaram que o rendimento de extracdo exibia uma tendéncia de queda na
concentracio de etanol acima de 60%, o que possivelmente se devia ao fato de
que maior concentracao de etanol poderia levar mais facilmente a dissolucéo de

impurezas soluveis em alcool.
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Os estudos de Ummat et al. (2020) e Galvan D’Alessandro et al. (2012)
verificaram que a combinagao de etanol: agua (50:50, v/v) permitiu valores mais
elevados de extragcao de compostos fendlicos. Estudos anteriores mostraram
que os polifendis tém polaridade moderada, que tendem a ser extraidos com
solventes de polaridade média; assim, o etanol € um solvente mais conveniente
do que a agua para extrair o conteudo fendlico total (BARBA et al., 2020; LIU et
al., 2020; UMMAT et al., 2020).

Fundamentado na revisdo de literatura que relata solventes com
porcentagens alcodlicas s&o frequentemente usados para extrair compostos
fendlicos de matrizes vegetais (BARBA et al., 2020; GALVAN D'ALESSANDRO
et al. 2012; HOU et al., 2019; LIU et al., 2020), foi feita a opgao de utilizar a
solucdo hidroetandlica como veiculo extrator e os demais experimentos foram

realizados com o extrato que apresentou maior rendimento (50%).
5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

Na tabela abaixo (Tabela 9) sdo apresentados os resultados da avaliagao
quantitativa do extrato quanto a fendlicos totais, flavonoides totais e a analise

dos compostos fendlicos por CLAE.

Tabela 9 - Caracterizagdo quimica do extrato vegetal obtido (EH 50) por
ultrasom.

Testes realizados EH 50
Fenolicos totais (mg de EAG/g de extrato) 77,93 £ 0,02
Flavonoides totais (mg de EQ/g de 6,97 £ 0,04
extrato)

Acido galico (mg/qg) 8,47
Catequina (mg/g) 10,17

Legenda: EAG, equivalente a mg de acido galico; EQ, equivalente a mg de quercetina. Autoria:
Prépria.

Jiménez-Moreno et al. (2019), determinaram a influéncia das diferentes
condicdes de extracdo (temperatura, concentragdo de etanol e razéo
amostra/solvente) na composigédo fendlica e na capacidade antioxidante dos

extratos de caule da uva Mazuelo (Vitis vinifera Carignan) e, verificaram que a
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concentracao de etanol foi o fator que mais influenciou na extragao de diferentes
compostos bioativos. O maior teor de compostos fendlicos totais e a maior
atividade antioxidante dos extratos foram obtidos com etanol a 50% e a 40° C.
O composto mais abundante encontrado foi a catequina, mas concentracdes de
acido galico, também foram extraidas.

Corroborando com trabalho de Jiménez-Moreno et al. (2019), foi
verificado que o tratamento ultrassdnico exibiu um efeito positivo significativo
sobre o teor de fenol total e flavondides analisados. A analise por HPLC
utilizando o sistema cromatografico SPD-10AV-VP mostrou dois picos com
tempo de retencao (TR) de 3,28 min. e 10,75 min. Este pico mostrou absor¢des
caracteristicas nos espectros de UV dos compostos flavondides e os sinais foram
atribuidos ao acido galico e catequina, respectivamente.

O acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) € um composto fendlico
natural com baixa toxicidade e produzido por diferentes plantas. E amplamente
utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética por sua
capacidade de inibir a peroxidacao lipidica. Apresenta atividades antioxidantes,
antitumorais e antimetastaticas conhecidas (BARBA et al., 2020; QUEIROZ et
al., 2019). A catequina é encontrada em varias fontes naturais, e suas
propriedades antioxidantes e de protecdo UV sugerem potencial uso em
formulagcdes cosméticas e dermatolégicas (FERREIRA-NUNES et al., 2018).

Kim et al. (2018), verificaram que além das atividades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, efeitos na proliferagao, diferenciagdo e apoptose, a catequina
possui efeitos positivos na hidratagao da pele, retencdo de umidade e diminuicéo
da formagao de rugas, além da redugéo da geracédo de melanina.

Vieira (2014), estudou as porgdes liquidas e sdélidas obtidas de A. sisalana
submetidos por secagem em spray drying e obteve menor rendimento do residuo
sélido (rendimento de 24,3 g), no entanto, melhor concentragdo de compostos
fendlicos e flavonoides totais do que os obtidos nesta pesquisa.

Estudo semelhante ao deste trabalho foi realizado por Bamba e
colaboradores (2018), a fim de obter a melhor extragdo para obtencédo de
polifendis do bagago de mirtilo. Os resultados indicaram que a extragao assistida
por ultrassom € o método de escolha para extrair alto valor bioativos fendlicos.
Para que os extratos obtenham uma atividade antioxidante superior, as

seguintes condi¢gbes da ultrassom sao recomendadas: sistema de solventes
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binarios (50% de etanol/agua), baixa relagdo solido/solvente etandlico, pH
ligeiramente basico e temperatura acima de 20°C (BAMBA et al., 2018).

A analise qualitativa dos metabdlitos secundarios do extrato foi realizada
por espectrometria de massas. Baseado na similaridade de cosseno, formou-se
uma rede molecular (MN) com 700 ions precursores visualizados como nés, que
sdo conectados por largura de borda, representando a similaridade de cosseno
entre diferentes espectros de MS/MS ( 0,80 < r > 0,90). O diagrama de Venn
global baseado na rede molecular global no modo positivo mostrou
caracteristicas unicas para o EH 50 < 3KDA (96) e 50% > 3KDA (161), enquanto
260 caracteristicas eram comuns a ambas as amostras (Figura 14 A). A
abordagem de rede molecular (MN) permitiu a anotacdo putativa de 21
metabdlitos (Tabela 10). Um diagrama de Venn baseado em metabdlitos
anotados mostrou metabdlitos unicos para EH 50% < 3KDA (5) e 50% > 3KDA
(7), enquanto 9 metabolitos eram comuns a ambas as amostras (Figura 14 B,
Tabela 10). Estudos de fragmentagdo conduzidos por redes moleculares
revelaram duas familias moleculares principais: terpendides e metabdlitos O-
glicosil (Figura 15). A anotacdo putativa dos metabdlitos foi confirmada
manualmente pela verificagdo dos espectros de fragmentagdo. Em geral, os
dados espectrais dos terpendides anotados mostraram as perdas neutras como
18 Da, 68 Da, 28 Da e 18 Da, que sao atribuidas a H20, CsHs, CO, H20
respectivamente (Figuras 15; Tabela 10). Esses metabdlitos apresentaram um
padrao de fragmentacdo semelhante com alta similaridade espectral, uma vez
que foram agrupados com pontuag¢des de cosseno relativamente altas (0,70—
0,95).

Figura 14 - (A) Diagrama de Venn global baseado na rede molecular global em
modo positivo, mostrando o total de caracteristicas detectadas. (B) Diagrama de
Venn baseado em metabdlitos anotados.

96 260 161 5 0o 7

SL 50% < 3KDA (356) SL50% > 3KDA (421) SL50% < 3KDA SL 50% > 3KDA

Autoria: Propria. Fonte: Santos, Reginaldo, F. P. (2021).



Figura 15- Rede molecular classica: terpenoides e metabdlitos O-glicosil
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Tabela 10 - Metabolitos detectados por HPLC-ESI -IT do EH 50
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n° Rt (min) Composto Massa MS/MS Identificado com base em espectros publicados
experimental por Gao et al. 2015
[M+H]+
1 1,2 (2S,3R)-5-hydroxy-3-[(2S,3R)-5-hydroxy-2-(4- 867 705; 543 GNPS - Bronze Cosine: 0,75
hydroxyphenyl)-4-oxo-7- [(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxy-2,3- dihydrochromen-3-yl]-2-(4-
hydroxyphenyl)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-2,3-
dihydrochromen-4-one;
2 6,0 Swertiamarin 374 [M]+ 212; 195; GNPS -Bronze Cosine: 0,84
177
3 55 Chlorogenic acid 355 163; 145; GNPS -Bronze Cosine: 0,91
135
4 6,9 5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5- 757 611; 449; GNPS - Bronze Cosine: 0,90
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan2- 287
ylJoxyphenyl]-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)- 3,4,5-
trinydroxy-6-methyloxan-2-yljoxymethylJoxan-2-
ylJoxychromen-4-one
5 6,9 Cantalasaponin-1 | Hainangenin 3,6-di-O-b-D- 773 611; 449
glucopyranoside | Hongguanggenin 3,6-di-O-b-
D-glucopyranoside
6 6,9 (2R,3S,4S,5R,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-[4-prop- 497 [M+Na]+ 335; 173 GNPS -Bronze Cosine: 0,79
2-enyl-2-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5- trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyphenoxy]oxane-
3,4,5-trio
7 7,0 Luteolin-7-O-glucoside 449 287 GNPS - Bronze Cosine: 0,93
8 7,2 2S8,3R,4S,5S8,6R)-2-[4-[(3S,3aR,6S,6aR)-6-[3,5- 765 [M+Na]+ 603; 441 GNPS - Bronze Cosine: 0,72
dimethoxy-4- [(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxyphenyl]-1,3,3a,4,6,6a-hexahydrofuro[3,4-
cJfuran-3-yl]-2,6- dimethoxyphenoxy]-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol
9 7,5 3-[(2S,3R,4S,5R,6R)-6-[[(2R,3R,4R,5S,6S)-3,5- 741 595; 449; GNPS — Bronze Cosine: 0,90
dihydroxy-6-methyl-4- [(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5- 287

trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxyoxan-2-
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ylJoxymethyl]-3,4,5-trihydroxyoxan-2-ylJoxy-5,7-
dihydroxy-2-(4- hydroxyphenyl)chromen-4-on

10 7,7 [(2S,3R,4S,5S,6R) -3-[(2S,3R,4R)-3,4- 727 595;433; GNPS - Gold Cosine: 0,74
dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2- ylJoxy- 287
4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxy-
5-hydroxy-2-(4- hydroxyphenyl)-7-[(2S,3R,
11 9,5 beta-D-Glucopyranose, 1-O- 705 [M+Na]+ 543 GNPS - Gold Cosine: 0,75
[(2alpha,3beta,5xi,9xi,18xi,19alpha) -
2,3,19,23,24-pentahydroxy-28-oxoolean-12-en-
28-yl]-
12 9,9 (25R)-5a-Spirostan-3b,6a,20b-triol 3,6-di-O-b-D- 759 597; 435
glucopyranoside
13 10,0 Chlorogenin 3,6-di-O-b-D-glucopyranoside 757 595; 433 -
14 11,0 Agamenoside C; Agamenoside | 633 [M+Na]+ 615; 471 -
15 11,0 Agavoside A 593 431 -
16 13,7 Manogenin 447 429; 411; -
383; 315;
297
17 13,8 12-epi-Rockogenin; Barbourgenin; Chlorogenin; 433 415; 347; -
Gitogenin; Rockogenin; Ruizgenin 319; 301
18 14,1 Sarsasapogenin 3-O-b-D-glucopyranoside; 579 417 -
Tigogenin 3-O-b-D-glucopyranoside
19 14,3 Botogenin; dehydrohecogenin 429 411; 315; -
297
20 14,6 Gloriogenin; hecogenin | Yuccagenin 431 413; 395; -
317; 299
21 17,4 Diosgenin 415 415 397

Autoria: Propria. Fonte: Santos, Reginaldo, F. P. (2021).
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Com base nos bancos de dados GNPS e também no banco de dados
interno, 26 metabdlitos O-glicosil foram anotados, principalmente terpendides e
flavonoides (Tabela 10). Destes, 12 terpenoides O-glicosil e 9 flavonoides O-
glicosil foram anotados. Um exame detalhado nos dados espectrais dos
metabdlitos O-glicosil apontou perdas neutras de uma, duas ou trés moléculas
com 146 Da (desoxihexose), 162 Da (hexose) e/ou 176 Da (acido glicurdnico).

Embora a ferramenta MN tenha sido util ndo s6 para melhorar a anotagao
dos metabdlitos, mas também para a visualizacdo do perfil quimico, varias
caracteristicas provenientes de residuos de A. sisalana pertencentes a
aglomerados conhecidos e desconhecidos permanecem sem anotagoes,
podendo representar metabdlitos supostamente novos.

Face as concentragdes de fendlicos e flavondides, acido galico e
catequina encontradas no extrato em estudo, e a anotagdes obtidas pelo
Molecular Networking, sinalizam que o EH 50 é um possivel candidato com
atividade antioxidante que pode ser utilizado como insumo para industria

cosmetica. O EH 50 seguiu para a avaliagao in vitro da atividade antioxidante.

5.3 — AVALIAGAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O extrato obtido por ultrasom, extrato hidroalcodlico 50% (EH 50), foi
avaliado quanto a atividade antioxidante in vitro e os resultados estdo descritos
abaixo.

Kahlaoui et al., (2019), relataram que o uso de extragdo assistida por
ultrassom melhora a atividade antioxidante em comparagao com a extracao
convencional. Galvan D’Alessandro et al. (2012) e Zlabur et al. (2020),
trabalharam com extratos de outros géneros e observaram que esse mesmo
processo de extragcdo aumentou as concentragcdes de fendlicos e as atividades
antioxidantes.

Nao existe um método padrao-ouro, no entanto varios ensaios podem ser
realizados a fim de fornecer uma imagem completa da atividade antioxidante dos
extratos vegetais (FERNANDEZ-POYATOS et al., 2019).

Os resultados demonstraram que o extrato obtido por ultrassom, exibiu

atividade de eliminacdo de radicais livres no inicio da cadeia oxidativa,
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fundamentados nos ensaios CAT, poder redutor, DPPH e ABTS. Estes
resultados corroboram com os de Barreto et al. (2020) que trabalharam com o
prensado obtido do residuo de A. sisalana extraido em etanol 95 °GL a uma razao
residuo/ solvente de 1:3 (v/v).

A capacidade antioxidante total (CAT) expressa a capacidade do extrato
de proteger contra danos potenciais dos radicais livres. EH 50 apresentou
atividade de 27,61% (+ 7,592).

O poder redutor € um dos mecanismos de acado antioxidante que pode
servir como indicador de potencial atividade antioxidante. Esse método possui
como critério de avaliagdo determinar quanto Fe3+/ferricianeto amarelo pode ser
reduzido a Fe2+ verde por uma amostra. Quanto maior for o teor de Fe2+, maior
sera a absorbancia e mais forte sera a capacidade de redugdo (BARBOSA et al.,
2010). Diferentes concentragdes das amostras (0,25; 0,50; 1,0, 2,0, 4,0 e 8,0
mg/mL) foram solubilizadas em tampao fosfato e a atividade foi concentragcéo
dependente, aumentando a atividade, com o aumento da concentracdo do

extrato com valores maximos de 22,050% (8,0 mg/mL) (grafico 1).

Grafico 1 - Atividade de poder redutor do EH 50 em diferentes
concentragoes.
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Onde: a- diferenga estatistica de 1,0; b- diferenca estatistica de 2,0. p<0,05. Teste de

Tukey. Autoria: Prépria.
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O método DPPH é baseado na capacidade do EH 50 em sequestrar o
radical estavel de nitrogénio organico o 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPHs)
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A maioria dos resultados &
apresentada como valor de IC50, que é definida como a concentragao efetiva na
qual 50% dos radicais DPPH sao eliminados (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995). Este valor é calculado através da representagdo grafica da
inibicdo percentual do radical DPPHe em fungcdo da concentragdo do
antioxidante. O EH 50, apresentou valor de IC50 de 11,75 mg/mL com atividade
de 18,83% na concentracdo de 2 mg/mL. Esta atividade de eliminagdo de
radicais livres pode ser explicada pela presenca de compostos fendlicos totais.
Os compostos fendlicos impedem a ag¢do dos radicais livres no organismo e
podem reduzir o radical DPPH a sua forma menos reativa, a hidrazina, fixando
um hidrogénio que é removido das substancias fendlicas (AXIOTIS et al., 2020).
Nao obstante, Fernandes et al. (2017), demonstraram que alguns extratos
metandlicos vegetais podem apresentar alto conteudo fendlico e ndo possuirem
atividade de eliminacdo de DPPH, sugerindo que os compostos fendlicos
extraidos podem conter poucos grupos hidroxilas e desta forma néo fazer o
sequestro de radicais livres.

Alves e colaboradores (2010) relatam que os resultados dos testes de
DPPH devem ser cuidadosamente interpretados, pois os espectros de algumas
substancias analisadas podem sobrepor ao espectro do DPPH ao redor de 515
nm, interferindo no resultado.

O ensaio de sequestro de radicais ABTS é fundamentado em reagdes de
transferéncia de elétrons para avaliar a atividade de eliminagédo de radicais de
varios compostos (RUSU et al., 2019). O extrato avaliado EH 50 na concentragao
de 1,0 mg/mL apresentou atividade de 60,16% (+ 0,68). BARBA et al. (2020) e
Galvan D’Alessandro et al. (2012), relataram que obtiveram melhores resultados
antioxidantes utilizando etanol/agua como solvente na proporg¢ao de 50:50 (v/v).
Neste trabalho foi utilizado o mesmo sistema solvente e apresentou atividade de
sequestro de radicais ABTS.

A formacéao de radicais livres pode ser favorecida pelos ions ferro e cobre.
Entre 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para

outra via metabdlica e reduzidos dando origem aos radicais livres. Na reducgao
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do oxigénio sdo gerados os radicais superdxido, hidroxila e peréxido de
hidrogénio, através de reagdes especificas (rea¢cdes de Fenton e Haber-Weiss),
catalisadas por enzimas e com a participagao dos ions cobre e ferro (BARBOSA
et al., 2010).

Corroborando com o trabalho de Barreto et al. (2020), na concentragao de
1,0 mg/mL, o EH 50 apresentou atividade de redugdo de Cu*? para Cu* de
53,40% (+ 1,68) e em 1,5 mg/mL 61,13% (£ 0,97) (Grafico 2).

Grafico 2 - Atividade quelante do ion cobre do EH 50 em diferentes
concentracdes.
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Onde: a- diferenga estatistica de 0,1; b- diferenca estatistica de 0,25; c- diferenca
estatistica de 0,5; d- diferenga estatistica de 1,0. p<0,05. Teste de Tukey. Autoria:

Prépria.

Na concentragédo de 2,0 mg/mL o EH 50, n&o apresentou capacidade de
quelacdo do ferro. O Fe*? é um pro-oxidante entre varios ions metdlicos e a
quelagdo do Fe *2 pode prevenir o dano oxidativo através do retardamento da
oxidagao catalisada por metal e inibicao da produgéo de ERO (BARBOSA et al.,
2010).
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A capacidade de eliminacdo do radical hidroxila esta apresentada no
grafico 3. Na concentragdo de 2,0 mg/mL EH 50 apresentou atividade de
90,47%, entretanto ndo houve diferenga estatisticamente significativa de
atividade nas diferentes concentragdes utilizadas (grafico 6). O radical hidroxila
(OHe+) possui meia-vida curta, o que torna dificil seu sequestro in vivo, altas
concentracdes de antioxidante sao necessarias para que se obtenha um
resultado satisfatério. Ja em experimentos in vitro pode ser facilmente
sequestrado devido a sua alta reatividade (ALVES et al., 2010).

Grafico 6 - Atividade de eliminagao do radical hidroxila em diferentes
concentragoes.
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Onde: p=0,05. Teste de Tukey. Autoria: Propria.

As superoxidos dismutases (SOD) desempenham papel chave no sistema
de defesa antioxidante através da dismutagao do radical superdxido, produzindo
peréxido de hidrogénio (H202) o qual pode ser eliminado pelas peroxidases
(BULBOVAS et al, 2005). O EH 50, apresentou capacidade de eliminagado dos
de 5,49 (£ 0,81) na concentragao de 1,0 mg/mL.

Outras espécies de Agave foram investigadas com relagdo a atividade
antioxidante. O extrato de Agave angustifolia (AAE) exibiu atividade antioxidante
com base nos ensaios DPPH, ABTS e quelagao de ions ferro, sugerindo que o
potencial antioxidante do AAE poderia estar associado a presenca de
flavondides como o kaempferol e a quercetina (LOPEZ-ROMERO et al., 2018).



83

Hamissa et al., (2012) demonstraram que os compostos fendlicos da Agave
americana apresentaram forte correlagdo com a atividade antioxidante.
Fundamentado nesses estudos, pode- se sugerir que a atividade antioxidante do
EH 50 esteja relacionada a presenca de acido galico e catequina (Tabela 9), que
sao os constituintes presentes em maior quantidade.

A natureza heterogénea de um fitocomplexo vegetal e as diferentes
interacdes com os radicais explorados nos testes antioxidantes, faz com que os
extratos apresentem diferente desempenho (BALDISSEROTTO et al., 2018). O
EH 50 apresentou atividade antioxidante em toda as etapas da cascata oxidativa
(Figura 16), demonstrando o potencial para uso em formula¢gdes cosméticas

como um bioativo natural com atividade antioxidante.

Figura 16 - Atividade antioxidante do EH 50 nas etapas inicial (verde)
intermediaria (roxo) e final (vermelho) do processo oxidativo.
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Legenda: Metodologias utilizadas: 1. Avaliacdo da capacidade antioxidante total (CAT);
Avaliacdo da capacidade do poder redutor; Avaliagdo da capacidade do sequestro do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); Sequestro do radical 2,2'-Azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS*). 2. Quelagdo de ions cobre (Cu?*), quelagédo de ions
ferro*2. 3. Avaliacdo da atividade de sequestro de radical hidroxila (OH-), sequestro de ions
superoxido (O2°).
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5.4 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES

5.4.1 Composicao e método de preparo das formulagoes

A partir do levantamento dos constituintes das formulagdes de filtros
solares disponiveis no mercado (Apéndice A) foi realizado um estudo com o
objetivo de verificar os componentes mais utilizados nos produtos
comercializados. Foi avaliada a composigao qualitativa descrita na rotulagem de
sete produtos comerciais no tocante aos: filtros solares, emulsificantes e
espessantes, emolientes, conservantes, antioxidantes e fragrancia.

Os filtros solares e concentracdes utilizadas apresentados na composicao
das formulacdo (Tabela 04) tém seu uso aprovado pela ANVISA séo
lipossoluveis, classificados como organicos e estao listados na RDC 600/2022
(BRASIL, 2022). O filtro solar Butyl Methoxydibenzoylmethane é conhecido como
Avobenzona e oferece protecdo contra o espectro de radiacdo UVA. O
Octocrylene é efetivo contra a radiagédo UVB e tem concentragcdo maxima de uso
de até 10%. O Ethylhexyl Salicylate também oferece proteg&o contra a radiagéao
UVB com concentracdo maxima de uso de 5%. O Bis-Ethylhexyloxyphenol
Methoxyphenyl Triazine € um absorvedor de radiacdo de amplo expectro
(UVA/UVB), fotoestavel que oferece protecdo em baixas concentragdes de uso.
O homosalate absorve radiagao UVB e pode ser utilizado até 15%.

Na pesquisa descrita no Apéndice A, das sete formulagdes investigadas,
todas apresentaram os filtros Butyl Methoxydibenzoylmethane e Octocrylene.
Cinco apresentaram Ethylhexyl Salicylate e Homosalate. Trés delas possuiam
em sua constituicdo o filtro Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenol Triazine.
Godinho e colaboradores (2017), realizaram uma pesquisa dos principais filtros
solares que fazem parte das formulagdes a venda no Brasil, e, constataram que
o filtro solar mais encontrado nas formulag¢des foi o didxido de titanio, seguido
pelo Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine. Os demais filtros
selecionados para a formulagao desse trabalho estdo entre os dez listados por
Godinho et al. (2017).

A composicao da formulagéo (Tabela 4) foi adicionada de Polyglyceryl-2
Stearate (and) Glyceryl Stearate (and) Stearyl Alcohol (PolyAquol™ 2W), um
auto-emulsificante de poliglicerol O/A. A porcéo glicerol e o acido graxo séo

ligados em conjunto em um sistema livre de solvente que permite uma polaridade
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consistente. De acordo com o fornecedor da matéria-prima, clinicamente, pode
prevenir e reparar os danos causados a funcdo de barreira da pele pela
exposi¢ao aos raios UV (INNOVACOQOS, 2019).

O Acrylic Acid / VP Crosspolymer, € um espessante cujo nome comercial
€ UltraThix ™ P-100, apresenta-se como um copolimero reticulado de vinil
pirrolidona (VP) e acido acrilico atuando como modificador de reologia
multifuncional (ASHLAND, 2020).

A partir da formulagdo proposta (Tabela 4) foi realizado o estudo da
variagao da concentragdo dos componentes UltraThix™ e PolyAquolTM 2W e o
tempo de cisalhamento (Tabela 11). Apos 24 horas de preparo, foi realizada a
analise macroscopica (visual) das amostras, observando-se as caracteristicas
organolépticas (cor e odor), a homogeneidade e o teste de centrifugacao (tabela
11).

Tabela 11 — Parametros avaliados nas formulacdes preparadas, apos 24 h.

VARIAVEIS ESTUDADAS RESPOSTAS AVALIADAS
Concentragcdo Concentragio Tempo de Caracteristicas Teste de
FORMULAGOES (%) (%)PolyAquol cisalhamento organolépticas Centrifugagao
UltraThix™ ™ 2w (Min.)
E1 -—-- 2,00 15 N SF
E2 -—-- 3,00 15 N SF
E3 -—-- 4,00 15 N SF
E4 -—-- 5,00 15 N SF
E5 0,60 2,00 15 N N
E6 0,60 2,00 5 N N
E7 0,45 2,00 15 N N
ES8 0,45 2,00 5 N N
E9 0,30 2,00 15 N N
E10 0,30 2,00 5 N N

Legenda: N=Normal; SF= Separagéo Fases. Autoria: Prépria.

As formulagdes, quando avaliadas pelo teste de diluicdo em agua
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995), apresentaram-se com aspecto
homogéneo, caracterizando emulsdes do tipo O/A.

As caracteristicas organolépticas fornecem também paréametros que

permitem avaliar, de imediato, o estado em que se encontra a amostra em estudo
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por meio de analises comparativas, com o objetivo de verificar alteragées como:
separagao de fases, precipitacdo e turvagcdo permitindo o reconhecimento
primario do produto (ANVISA, 2004).

A forca da gravidade atua sobre a amostra fazendo com que suas
particulas se movam no seu interior. O teste de centrifugacao produz estresse
na amostra simulando um aumento na forga de gravidade, aumentando a
mobilidade das particulas e antecipando possiveis instabilidades. Estas poderao
ser observadas na forma de precipitagdo, separacao de fases, formacao de
caking, coalescéncia entre outras. A amostra é centrifugada em temperatura,
tempo e velocidade padronizados. Em seguida avalia-se visualmente a amostra
(ANVISA, 2004). As emulsdes E1, E2, E3 e E4, apresentaram separagédo de
fases ap0s esse teste, e, portanto, ndo prosseguiram para os proximos testes de

estabilidade.

5.4.2 Testes de estabilidade das formulagoes

As formulagdes E5 a E10 mantiveram-se estaveis macroscopicamente e
apos ao teste de centrifugagéo, sendo assim, foram submetidas aos testes de
estabilidade preliminar, variando a concentracdo de Acrylic Acid/VP
Crosspolymer - UltraThix™., tempo de cisalhamento (Tabela 5) e adigdo ou ndo
de 1,0% do extrato de A. sisalana conforme tabela 12.

O teste de estabilidade preliminar é executado na primeira fase do
desenvolvimento do produto e é realizado a fim de auxiliar na escolha das
formulacbes (ANVISA, 2004). As emulsdes manipuladas para os testes
preliminares apresentaram-se homogéneas com aspecto de creme, cor branca
antes da adi¢cdo do extrato e bege claro apos a adi¢cado deste e, mantiveram as

mesmas caracteristicas apds a estabilidade preliminar.



Tabela 12 — Resultados dos testes de estabilidade preliminar das emulsdes com e sem adi¢édo de extrato de Agave sisalana
no tempo zero e apos cinco dias (10 e t5), variando a concentragdo do UltraThix™ e o tempo de cisalhamento.

Emulsdes Concentracgao Tempo de to t5
UltraThix™(%) cisalhamento
(Min.) pH Viscosidade pH Viscosidade
aparente minima aparente
(cP) minima
(cP)

E5 0,6 15 6,7 £ 0,08 3720 £ 200 6,78 £ 0,07 3265 £+ 109
E5’ 0,6 15 6,0 £ 0.06 982 + 50 5,89 £ 0,11 903 £ 18
E6 0,6 5 6,5+0,19 3361 £ 115 6,99 £ 0,007 * 3518 £ 333
E6’ 0,6 5 6,1 £ 0,01 1778 £ 271 6,49 £ 0,04 * 1864 + 90
E7 0,45 15 7,1+0,25 1807 + 21 7,6 £0,34 2251+13*
E7T 0,45 15 6,2 + 0,09 457 £ 13 6,15+ 0,010 583 + 27 *
E8 0,45 5 7,0+0,18 2066 + 54 7,0 £ 0,007 2242 14~
E8’ 0,45 5 6,1 +0,03 609 £ 11 6,4+0,02* 727 £21*
E9 0,30 15 7,7+£0,45 820 + 26 8,1+0,22 1004 + 39 *
E9’ 0,30 15 6,4 + 0,02 324 +3 6,4 + 0,09 454 £30*
E10 0,30 5 7,8 £0.01 1113 £ 85 7,9 +0,21 1046 £ 29
E10’° 0,30 5 6,7 £ 0,03 347 + 58 6,9 0,14 274 %9

Legenda: E: sem o extrato de A. sisalana; E' com 1,0% do extrato de A. sisalana. Os resultados dos valores de pH e de viscosidade
aparente foram expressos como média + desvio padrao (SD). n=9. *p<0,05. Autoria: Propria.
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O método de preparo das emulsdes possui influéncia sobre as
propriedades fisico-quimicas delas, que por sua vez, tém consequéncia direta
sobre a estabilidade termodinamica das formulagdes. Para producdo de
emulsdes com menor tamanho de particula, os métodos chamados de alta
energia envolvem a introdugdo de energia ao sistema, a qual é realizada pelo
emprego de homogeneizadores de alta velocidade, homogeneizadores de alta
pressdo e homogeneizadores ultrassonicos. O uso do Ultra-Turrax permite a
produgédo de emulsbes com menores tamanhos de goticulas. (HOLKEM et al.,
2015).

O pH é de grande importancia para a estabilidade de farmacos e
cosmeéticos, podendo indicar uma decomposigao quimica dos componentes da
formulacdo, reacbdes de hidrélise, oxidacdo e presenga de microorganismos
(ANVISA, 2004). A pele possui um pH levemente acido, que varia entre 4,6 € 5,8
(RODRIGUES, 1995). O ajuste do pH deve respeitar a biocompatibilidade com
a via de administracéo (GIL, 2010).

Nesse estudo as emulsdes EG, sem e com o extrato de A. sisalana e a E8
com o extrato apresentaram diferengas estatiticamente significativas nos valores
de pH apos a estabilidade preliminar. Todas as formulagcbes apresentaram
valores de pH compativeis com o pH fisiolégico da pele (RIBEIRO, 2015).
Durante o processo de formulagao foi adicionado o hidréxido de sédio como
agente neutralizante e o valor do pH obtido foi adequado a manutencéo da
estabilidade da formulagéo e esta na faixa de atividade e estabilidade dos filtros
solares que fazem parte desta composicao.

A viscosidade é um dos parametros reoldgicos de um sistema e pode ser
um indicativo de estabilidade das formulacdes. A avaliacado desse parametro
auxilia a determinar o comportamento do produto ao longo do tempo e se um
produto apresenta a consisténcia ou fluidez apropriada. Pode-se observar na
Tabela 12 que as formulagdes contendo o extrato apresentaram menor
viscosidade independentemente da adicdo do UltraThix™ e do tempo de
cisalhamento. De Oliveira-dunior et al., 2017, relataram que a adi¢cao do extrato
hidroalcoolico de Neoglaziovia variegata (Nv-HA), contribuiu para a diminuicao
da viscosidade das formulagdes.

As alteracbes de viscosidade sao atribuidas principalmente a

porcentagem de fase oleosa, tamanho de goticula da fase interna, pH e
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concentragao do polimero (PERIOLI et al., 2008). As emulsdes E7, E8 e E9 sem
e com o extrato de A. sisalana apresentaram diferencas estatisticamente
significativas de viscosidade, com aumento desta apds os testes de estabilidade
preliminar, que pode ser justificado devido a evaporagdo de agua nas
formulagcées (LEONARDI, 2008) ou a concentracdo do agente emulsificante
(PERIOLI et al., 2008). O aumento da temperatura pode ressaltar processos
fisico-quimicos de desestabilizacido, devido a fatores como: mudangas no perfil
das interagdes intermoleculares, evaporacdo de solventes volateis e
recristalizacao (polimorfismo) (GIL, 2010).

As emulsdes E5 e E10 contendo ou ndo 1% do extrato de A. sisalana nao
apresentaram alteragdes estatisticamente significativas de viscosidade e valores
de pH apds a estabilidade preliminar, e seguiram para o teste de estabilidade
acelerada.

As emulsdes E10 sem ou com o extrato apresentaram variacdes
significativas nos parametros de pH e viscosidade com 30 dias, assim elas foram
excluidas do teste de estabilidade acelerada. No preparo dessas emulsoes,
reduziu-se o agente emulsificante e o tempo de cisalhamento. Segundo Jafari et
al., (2008), a concentragdao do emulsificante, as condi¢bes do processo de
homogeneizagdo como o tempo e a intensidade de emulsificagdo, a baixa taxa
e tempo de adsorgao do agente tensoativo na interface, séao fatores que podem
afetar o tamanho das goticulas da emulséo.

As emulsdes E5 sem e com 1% do extrato de sisal apresentaram-se
estaveis apos os testes e os valores de pH, viscosidade aparente minima, indice
de fluxo e area de histerese, estdo apresentados nas tabelas 14 e 15.

A alteracao dos valores de pH durante o estudo de estabilidade fornece
informagdes a respeito da estabilidade quimica da formulagdo, ou seja,
decréscimos desses valores podem estar relacionados a oxidagao da fase
oleosa com a formacdo de cadeias oxidadas ou ainda a hidrélise de
triglicerideos, manifestada pela formacao de acidos graxos livres (MASMOUDI
et al., 2005). Os valores de pH das formulagbes mantiveram-se estaveis durante
90 dias nas diferentes temperaturas avaliadas. Baby et al., (2007),
desenvolveram emulsdes O/A fluidas contendo o extrato de Trichilia catigua Adr.
Juss e Ptychopetalum olacoides Bentham e verificaram que as formulagdes com

os extratos apresentaram tendéncia a reduzir o valor do pH em condicdo de
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armazenamento de alta temperatura, provavelmente, devido a alteracdo dos

componentes das emulsdes e as substancias ativas dos extratos.

Tabela 13 — Resultados dos testes de estabilidade acelerada da emulsdo E5
sem extrato.

Viscosidade indice Area de

Tempo Temperatura pH aparente de Histerese
(dias) (°C) minima (cP) Fluxo (d/cmZ.s)
t0 (24h) 25 6,50 3849 + 592 0,43+ 4756,77
0,06 0,01 1058,17
4 6,63 + 4450 + 393 0,43+ 3298,43

30 0,01 0,02 2349,86
25 6,59 3973 + 203 0,36 + 5362,50 +

0,12 0,02 662,79
45 6,57 + 3309 + 673 0,28+ 3715,83 %

0,12 0,04 459,13
4 6,54 + 4287+ 163 0,41+ 4611,70+

60 0,10 0,02 1054,52
25 6,72 + 4260 + 522 * 0,40+ 4106,50 +

0,17 0,04 655,28
45 6,34 + 2970 £ (337) 043+ 211751+

0,17 0,07 1252,04
4 6,60 £ 4712 £ 211 0,40+ 5596,65 +

90 0,03 0,06 172,76
25 6,60 4050 + 646 0,40+ 3606,14 +

0,14 0,01 1613,91
45 6,37 + 3349 + 1060 0,34+ 4212,12+

0,18 0,09 1325,6)

Os resultados dos valores de pH e de viscosidade aparente foram expressos como média +
desvio padrao (SD). n=9. *p<0,05. Autoria: Prépria
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Tabela 14 - Resultados dos testes de estabilidade acelerada da emulséao E5 com
extrato.

Viscosidade Indice Areade

Tempo Temperatura pH aparente de Histerese
(dias) (°C) minima (cP) Fluxo (d/cm?2.s)
t0 (24h) 25 6,34 + 1296 +45 0,39 + 62,83+
0,03 0,04 22,12
4 6,34 + 1235+18 0,24 + 1215+
30 0,08 0,005 666,80
25 6,49 + 1103 £ 107 0,32 + 484,83+
0,11 0,01 286,42
45 6,29 + 107596 0,27 + 1467,24
0,05 0,03 286,42
4 6,52 + 1170 % 157 0,26 + 953 +
60 0,10 0,14 108,36
25 6,88 + 1198 +59 0,20 + 1929,81 +
0,06) 0,15 1422,62
45 6,23 * 1065 + 96 0,23 + 1843,91+
0,06 0,05 46,90
4 6,37 + 1460+ 123 0,25 = 471+
90 0,13 0,04 163,74
25 7,00 + 1248 +63 0,32+ 1120,48
0,21 0.03 661,37
45 6,18 + 1269 + 229 0,28 + 1843,92+
0,06 0,03 437,13

Autoria: Prépria

A viscosidade minima aparente das formulagcées sem e com o extrato,

nas diferentes condi¢gdes de armazenamento, comparando o t0 com o t90, n&o
apresentou diferenca estatistica, o que permite considera-las estaveis.

Existem alguns parametros reolégicos para a avaliacdo do

comportamento dos fluidos. Entre eles o indice de comportamento de

escoamento (n) que indica o comportamento do fluxo apés desestruturagao do
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fluido. Quando o valor de n corresponde a 1, a viscosidade é dada por uma
constante, ou seja, tem-se um fluido newtoniano. Quando n >1, a viscosidade
sera diretamente proporcional a taxa de cisalhamento, entdo se tem um fluido
dilatante. Para valores de n no intervalo de 0 a 1, o comportamento do fluido é
dito pseudoplastico (BARNES, 2000). As tabelas 14 e 15 apresentaram valores
de n menores do que 1 em todas as variagdes de tempo e temperatura. Na Figura
17 observa-se uma diminuigao na viscosidade aparente quando se eleva o valor

da taxa de cisalhamento confirmando o comportamento pseudoplastico.

Figura 17 - Comportamento pseudoplastico da emulsdo E5 com o extrato
de Agave sisalana no tempo inicial e apdés 90 dias em diferentes

temperaturas.
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Autoria: Propria

Ao observar a area de histerese entre as curvas ascendentes e
descendentes nas tabelas 14 e 15 e, os reogramas das emulsdes E5 (Figuras
18 e 19) é possivel verificar que tanto no t0 quanto apos os 90 dias, nas
diferentes condicbes de temperaturas, as formulacbes apresentaram

comportamento tixotrépico.
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Figura 18 - Reograma da emulsao E5 sem o extrato de Agave sisalana apés
24h de preparo e ap6s 90 dias em diferentes temperaturas.
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Autoria: Propria

Figura 19 - Reograma da emulsao E5 com o extrato de Agave sisalana apos
24h de preparo e 90 dias em diferentes temperaturas.
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Autoria: Propria
Frente aos parametros analisados na estabilidade acelerada durante 90

dias, foi possivel considerar a emulsao E5 como uma emulsao estavel, podendo

assim ser avaliada a segurancga e eficacia das formulagdes fotoprotetoras.
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5.5 ESTUDOS CLINICOS DE SEGURANGA DA FORMULAGAO
FOTOPROTETORA

As reacdes cutaneas mais frequentes relatadas pelo uso de protetores
solares incluem irritagdo subjetiva (como picadas e queimacgao), dermatite de
contato irritante e comedogenicidade. Com menos frequéncia, ou raramente,
pode ocorrer dermatite de contato alérgica e fotoalérgica, geralmente sem
consequéncias a longo prazo e podem ser aliviadas quando se interrompe 0 uso
do produto. Para criangas menores de 6 meses nao € recomendavel o uso de
protetores solares, pois a pele € mais sensivel podendo ocorrer irritacdo ou
erupgodes cutaneas (HENDERSON et al.; 2022; SANDER et al.; 2020).

Os componentes da formulagdo podem ser os responsaveis pelo risco
potencial de qualquer efeito local e sistémico. Mas na composi¢ao final do
produto pode haver associacdo entre os componentes da formulagédo e ainda
facilitar a absorgdo total ou parcial dos ingredientes, influenciando no risco
potencial do produto.

O objetivo do teste de sensibilidade dérmica foi demonstrar a auséncia de
reacdes de sensibilizagdo alérgica (hipersensibilidade tardia reagdes) aos
protetores solares, incluindo trés fases: inducéao, repouso e desafio. A emulsao
fotoprotetora com o extrato de A. sisalana nao induziu processo de irritacao e
sensibilizagao cutanea, durante o periodo de estudo e, portanto, suporta o apelo
"Dermatologicamente testado”. Os resultados obtidos nesse trabalho,
corroboram com aqueles apresentados por Tomazelli et al., (2018), Rosado et
al., (2019) e Batista et al., (2022), que avaliaram a seguranca da rutina, cafeina
e propolis vermelha, respectivamente, associadas a uma formulacao
fotoprotetora. O potencial de irritacédo de um produto cosmético depende de uma
série de variaveis, como componentes usados na formulacéo, concentracao dos
componentes, absorcdo, quantidade aplicada, condicdo da pele, modo e
frequéncia de aplicagédo (BATISTA et al., 2022).

Os filtros solares de origem natural, ao absorver a energia solar, podem
produzir oxigénio singlete que é fototoxico para proteinas e lipidios de membrana
e para o DNA. Por essa razido é importante determinar se os extratos naturais

exibem efeitos fotoprotetores ou fototdxicos apdés a radiacdo UV para sua
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aplicagdo como filtros UV em formulagdes fotoprotetoras (HE et al., 2021). Em
consonancia com os resultados de TOMAZELLI et al., (2018), a emulséo
fotoprotetora com o extrato de A. sisalana ndo induziu fototoxicidade ou

fotossensibilizagcado cutanea durante o periodo de estudo.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA

5.6.1 Determinagao do fator de protegao solar in silico

Foi realizado um estudo preliminar in silico da associacdo dos filtros
solares que seriam utilizados na formulacdo. Como mencionado anteriormente
esses filtros solares foram selecionados a partir das formulagées de mercado e
da férmula sugerida pela empresa Razzini Ltda e aprovados pela legislagédo
brasileira. Este teste & utilizado por se tratar de uma metodologia menos
onerosa, ser pratica, rapida e facilitar o planejamento da formulagdo no pré
desenvolvimento (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). No entanto, é
considerado apenas a combinagao quali e quantitativa dos filtros solares e nao
a composicao como um todo.

O resultado do FPS calculado in silico esta na tabela abaixo (Tabela 15).

Tabela 15 - Resultados fator de protec¢ao solar in silico pelo programa Sunscreen
Simulator da BASF.

DADOS RESULTADOS OBTIDOS
FPS in silico 20,2 (ISSO 24444)

20 (EU 2006)
Comprimento de onda critico 373 nm
FPS-UVA 8,8 (ISO 24442)
FPS- FPUVA 0,44
UVA/UVB relagéo Sem irradiacdo: 0,75

Com irradiagao: 0,73
FPS% UV filtro 1,03

Autoria: Propria
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O FPS calculado foi de 20,2 considerando a ISSO 24444:2019. Os
métodos de determinacdo do FPS in silico complementam as possibilidades
oferecidas pelos métodos in vivo e in vitro. O calculo in silico ndo tem o
componente de erro aleatorio ao ser repetido. Isso significa que qualquer desvio
em relagao ao FPS verdadeiro é erro sistematico. Os modelos para o calculo do
FPS in silico utilizam o mesmo algoritmo de calculo do FPS usado nas
medicdes in vitro, mas substituem a medicdo da transmitancia calculando a
absorbancia geral dos filtros UV em uma pelicula irregular de protetor solar. Além
de valer-se dessas simulagdes para desenvolver novas formulacbes de
protetores solares, os calculos podem ajudar a conhecer do desempenho geral
do protetor solar (OSTERWALDER et al., 2020).

Na simulagao in silico o produto apresentou comprimento de onda critico
de 373 nm e FPUVA 8,8 (Tabela 15). Para que haja protecdo contra as
radiagdes, o produto fotoprotetor deve conter filtros solares UVB, e UVA e
apresentar no minimo o FPUVA de, 1/3 do FPS rotulado e um comprimento de
onda critico superior a 370 nm, a fim de caracterizar o produto como um protetor
solar de amplo espectro (UVB/UVA) (BRASIL, 2022).

A razao UVA/UVB e o comprimento de onda critico fornecem um indice
de protecao contra as radiagbes UV de comprimentos de onda curto e longo, que
também podem ser danosos a pele. O primeiro € a razdo das extingdbes médias
na faixa UVA e UVB e o segundo é o comprimento de onda (A) que determina
90% do espectro integral de absorgdo de 290 nm a 400 nm (BRASIL,2022).

Fundamentado na razdo UVA/UVB e no comprimento de onda critico,
Diffey, (1994), propds a seguinte classificagao: relacdo UVA/UVB entre 0,41 e
0,6 - boa protecao; relacao entre 0,61 e 0,8 - protecao superior, acima de 0,8 -
maxima protecdo. Com relagdo ao comprimento de onda critico, a protecao UVA
maxima € alcangada com A =2 370 nm. Observando a Tabela 15 pode-se afirmar
que os resultados obtidos in silico estdo em conformidade com as exigéncias da
RDC 629/ 2022 da Anvisa (BRASIL, 2022).

5.6.2 Determinacgao do fator de protecao solar in vivo
A tabela 16 apresenta os dados obtidos do FPS in vivo das formulacdes

contendo ou nao o extrato de A. sisalana. A emulsdo sem o extrato apresentou
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um FPS de 39,1 e a emulsdo com o extrato de A. sisalana de 40,5. Essa

diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 16 - Fator de protecio solar das emulsdes fotoprotetoras sem e com o
extrato de A. sisalana.

Parametros Formulacao Formulacao
fotoprotetora fotoprotetora
sem o extrato de com o extrato
A. sisalana de A. sisalana
FPS = 2(FPSi)/n 17,3 39,1 40,5
Desvio Padrao 1,77 1,45 0,45
IC95 1,27 1,04 0,32

P< 0,05.(*) ISO 24444:2019 - Cosmeéticos - Métodos de teste de protegao solar. Autoria: Prépria
Oliveira e colaboradores (2021) ao adicionarem o extrato de Hymenaea

martiana (5% e 10%) a formulacdo contendo filtro quimico, observaram um
aumento da atividade antioxidante e fotoprotetora, atribuindo essa atividade a
presenca de flavonoides. Concluiram que a adi¢cao de filtros solares naturais aos
filtros quimicos é considerada uma alternativa para aumentar a segurancga e
eficacia dos fotoprotetores. Ahmady e colaboradores (2020), observaram o
aumento do FPS (6,37+0,14 para 21,051£0,85) com o aumento da concentragéo
do extrato utilizando (2% para 8%), verificando estabilidade com 6% do extrato
purificado de Elaeagnus angustifélia. Semelhante a esse estudo Costa e
colaboradores (2021), utilizaram o extrato bruto de Marcetia macrophylla em
formulagdes fotoprotetoras e observaram que os valores de FPS aumentaram
proporcionalmente a concentracdo de extrato em cada formulagdo. Em
concentragdes entre 10,0 mg/ul e 50,0 mg/ul, todas as formulagdes contendo
extrato etandlico apresentaram atividade fotoprotetora satisfatéria (FPS = 6). No
presente trabalho utilizando 1% (0,01 mg/pl) do extrato de A. sisalana verificou-
se um acréscimo na fotoprotecédo (tabela 16). Concentragbes maiores do extrato
poderiam resultar em um aumento ainda mais significativo.

Mej 1a-Giraldo; Gallardo; Puertas-Mej1a, (2021), investigaram a atividade
fotoprotetora e antioxidante de extratos de seis espécies de plantas coletadas
em montanhas de alta altitude e concluiram que os flavonoides presentes nas

plantas possuem capacidade de absor¢ao da radiagao UV o que as auxilia na
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protecao contra as radiagdes UVA-UVB por meio de mecanismos fotoprotetores
e antioxidantes.

Tomazelli et al., (2018) ao adicionarem a rutina (0,1% p/p) em uma
formulacéo fotoprotetora observaram um aumento do FPS in vivo em cerca de
70% em comparagao com a formulagdo sem rutina, evidenciando melhorar
eficientemente a fotoprotecdo, mesmo em baixa concentragdo. Além disso os
autores verificaram um aumento de 40% na atividade antioxidante da
formulagao. A rutina, um flavondide da classe dos flavondis, tem sido estudada
por sua atividade antioxidante (TOMAZELLI et al., 2018).

Rosado et al.,, (2019) avaliaram a associacdo da cafeina a uma
formulagao fotoprotetora. Os protetores solares foram preparados com 2,5% p/p
de cafeina ou na auséncia deste composto. A formulagdo com cafeina aumentou
o FPS in vivo em aproximadamente 25% na protecao contra a radiacao UVB. Os
autores relataram que a cafeina sozinha nao forneceu valor do FPS, mas, em
associagao com filtros UV quimicos, o potencializaram. Essa melhora, segundo
os mesmos autores provavelmente pode ser atribuida a atividade antioxidante
ou anti-inflamatéria da cafeina, atenuando o eritema causado pela radiagcdo UV
ou mesmo retardando a formacéo desse.

Considerando os trabalhos relatados acima onde os flavonoides
contribuiram com o aumento do FPS, pode-se considerar que esses metabdlitos
presentes no extrato de A. sisalana em estudo podem ter incrementado o valor
do FPS in vivo. No entanto, na pratica, tanto a rotulagem quanto a protegao
efetivamente oferecida pelas formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas,
contendo ou n&o o extrato do residuo do sisal sera FPS 40, mas deve ser
destacado que a formulagdo com o extrato apresenta atividade antioxidante.

O aumento da atividade fotoprotetora também pode ser atribuida a
absorbancia do extrato nos comprimentos de onda entre 200 nm e 350 nm
conforme varredura realizada do extrato nos comprimentos de onda de 200 nm
a 800 nm (Figura 20).
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Figura 20 - Curva representativa da varredura do extrato de Agave sisalana na
concentragao de 10 mg/mL.
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Autoria: Propria

A formulacao dessa pesquisa, ndo apresentou um FPS in vivo compativel
com o calculado in silico (FPS 20) (tabela 16). Alguns fatores podem explicar
essa diferenca como a composi¢cao do veiculo, o carater hidrofilico da
formulagao, a interagdo com a pele no teste in vivo e, tipos e concentragdes de
emulsionantes e emolientes (FERRARI; ROCHA-FILHO, 2011).

5.6.3 Determinacgao do Fator de Protecao UVA in vitro

As formulagbes sem e com o extrato de A. sisalana cumpriram essa
exigéncia da Anvisa (BRASIL, 2022) quanto ao FPUVA de 25,3 e 21,5 e
comprimento de onda de 383 nm e 381,5 nm respectivamente (Tabelas 18, 19 e
20). Valores de comprimento de onda representam o espectro de protegao mas
n&o avaliam a intensidade de protecdo (JARZYCKA et al., 2013).
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Tabela 17 - Fator de protegao UVA (FPUVA) do produto de referéncia.

FPAo Dose FP- Coeficiente FPS in
(J/cm?) UVA C vivo
Média 14,3 15,6 12,8 1,1
DP 1,0 1,1 1,3 0,1 16

Legenda: DP = desvio padrdo. Padrdo: S2 (especificacdo de FPUA = entre 10,7 e 14,7).
Numero de placas: 4. Autoria: Prépria.

Tabela 18 - Fator de protegao UVA (FPUVA) e comprimento de onda critico
(Ac) da emulsédo fotoprotetora sem o extrato de A. sisalana.

FPAo Dose A FPA Coeficiente FPS in
(J/em?) C vivo
Média 26,5 31,8 383 25,3 1,0
DP 1,0 1,3 0,5 1,7 0,0 30

Legenda: DP = desvio padrdo; Ac = comprimento de onda critico.
Numero de placas: 4. Autoria: Prépria.

Tabela 19 - Fator de protegao UVA (FPUVA) e comprimento de onda critico
(Ac) da emulsédo fotoprotetora com o extrato de A. sisalana.

FPAo Dose A FPA Coeficiente FPS in
(J/em?) C vivo
Média 22,8 27,2 381,3 21,5 1,0
DP 1,0 1,0 0,5 1,3 0,0 30

Legenda: DP = desvio padrdo; Ac = comprimento de onda critico.
Numero de placas: 4. Autoria: Prépria.

Nao foi observado um aumento da protecdo UVA e do comprimento de
onda critico com a adigao do extrato de Agave sisala, provavelmente porque a
absorbancia do extrato a partir do A de 350 nm, comega a diminuir (Figura 20).

A relacdo FPS/FPUVA foi calculada utilizando os resultados do teste de
FPS in vivo (tabela 17). O indice FPS/FPUVA caracteriza a relagédo entre os dois
fatores de protecao solar e deve ser menor ou igual a 3, identificando que o valor
FPUVA foi no minimo de 1/3 do valor do FPS. O resultado obtido foi de 1,54 e

1,88 para as emulsdes sem e com o extrato de A. sisalana, significando que as
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formulacbes possuem um amplo espectro UVB e UVA (HERZOG,;
OSTERWALDER, 2015). Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por
Mej 1a-Giraldo; Gallardo; Puertas-Mej 1a, (2021).

Como ja foi relatado, a radiagédo ultravioleta em excesso, resultam na
producdo de espécies reativas de oxigénio com danos ao DNA, lipidios,
proteinas e alteracdo na estrutura dos fibroblastos, o que contribui para o
envelhecimento cutaneo (KHAN et al., 2018). Compostos bioativos naturais com
atividade antioxidante, como o extrato de A. sisalana utilizado nessa pesquisa,
podem ser uma ferramenta estratégica para superar o efeito deletério induzido

pelas radiacdes UVB e UVA.

5.6.4 Avaliagao da absorc¢ao na faixa de Luz visivel e Luz azul
As formulagbes sem e com o extrato de A. sisalana apresentaram

proteg&o contra a luz visivel e luz azul (tabelas 20 e 21).

Tabela 20 - Absorcao da emulsao fotoprotetora sem o extrato de A. sisalana na
faixa de luz visivel e luz azul.
Parametros Formulacao fotoprotetora sem o extrato de A.

sisalana

Luz visivel (400 a 700 nm)  Luz azul (400 a 500 nm)
Média 21% 23%
DP 1% 1%
Coeficiénte de
variagao 3% 5%

Legenda: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao. Numero de placas: 3.
Autoria: Prépria.

Lorrio e colaboradores (2020), simularam a exposicdo cronica a
dispositivos digitais e verificaram que a luz azul, induziu estresse oxidativo nos
fibroblastos, danificou as mitocondrias alterando sua morfologia e potencial de
membrana e aumentou a hiperpigmentagdo. Os extratos botanicos sé&o
particularmente interessantes para prevenir as alteragbes cuténeas
supracitadas, pois geralmente sao caracterizados por baixa toxicidade e
atividade anti-estresse, e frequentemente proporcionam diversas sinergias como
atividade anti-inflamatdria, antioxidante e reparadora de tecidos. Os autores
concluem da importancia de proteger as células da pele da luz azul artificial de
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dispositivos digitais, neutralizando os sinais prematuros de fotoenvelhecimento
e os extratos botanicos com atividade antioxidante devem ser estudados para
essa finalidade (LORRIO et al., 2020).

Tabela 21 - Absorcao da emulsao fotoprotetora com o extrato de A. sisalana na
faixa de luz visivel e luz azul.
Parametros Formulacao fotoprotetora com o extrato de A.

sisalana

Luz visivel (400 a 700 nm)  Luz azul (400 a 500 nm)
Média 19% 24%
DP 1% 1%
Coeficiénte de
variagcao 6% 2%

Legenda: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao. Numero de placas: 3.
Autoria: Propria

Em julho de 2020, um grupo de especialistas se reuniu a fim de revisar a
protecao solar, uma vez que o aumento das evidéncias sobre o impacto dos
diferentes comprimentos de onda da luz solar na pele, demonstra a necessidade
de recomendacdes personalizadas de protetor solar de acordo com o fototipo da
pele. De acordo com ou autores, a protecéo contra os raios UVB é especialmente
importante para a pele clara, pois ha um alto risco de queimaduras solares,
danos ao DNA e cancer de pele. A pele mais escura pode ser naturalmente mais
protegida contra UVB, mas € mais propensa a hiperpigmentagéo induzida por
luz visivel e UVA. A protecao contra UVA, LV e infravermelho A, pode ser util
para todos os fototipos de pele, pois penetram profundamente e causam
fotoenvelhecimento. Apesar dos avangos significativos que foram feitos durante
a ultima década, ha necessidade de melhorar a protecéo contra UVA1, LV e IV
(PASSERON et al., 2021).

Existe, até presente momento, relativamente pouca literatura abordando a
proteg¢ao contra a luz visivel e azul. Protetores solares contendo dioxido de titanio
e oxido de zinco protegem contra a radiagao UVA e UVB, mas fornecem protecéo
limitada contra a luz visivel e azul. Entretanto, esses protetores solares quando
combinados com 6xidos de ferro (incluindo 6xido de ferro vermelho, amarelo e
ferro preto) bloqueiam efetivamente a luz azul (BERNSTEIN; SARKAS; BOLAND,
2021).
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Lawrence et al., (2022) avaliaram dois protetores solares, ambos
rotulados com FPS 15 e protecédo UVA na Unidao Europeia e nos Estados Unidos.
A metodologia in vivo foi desenvolvida pelos autores, onde a regido lombar de
individuos saudaveis do tipo II-IV com pele Fitzpatrick foi irradiada com doses
crescentes de radiagdo. A alteragédo da pigmentacéao foi medida imediatamente,
6 h e 24 h apds a irradiacdo usando dois dispositivos de espectroscopia de
refletancia e classificacdo visual. Os filtros solares apresentaram protecéo
minima contra pigmentacdo, demonstrando a necessidade de melhorar a
protecao contra a luz visivel e azul bem como protocolos de testes in vivo e in
vitro para a avaliacdo da protecao solar contra essas radiagdes.

De acordo com Addor et al., (2022) diversas metodologias validades estao
sendo apresentadas na literatura a fim de avaliar a protecdo contra a luz visivel e
luz azul, mas ainda ndo ha um padrao universalmente aceito.

A formulagao fotoprotetora com extrato de A. sisalana, apresentou um
amplo espectro de protecdo contra a radiagao solar, com FPS 40, FPUVA
consideravel, protegao contra luz visivel e azul. Pode ainda ser grafado na
rotulagem, de acordo com a RDC 629/2022 (BRASIL 2022): “Produto muito
sensivel a queimadura solar” e a designagao de categora de protegcéo (DCP): “alta
protecdo”. Esse ultimo dizer € obrigatério de acordo com a RDC citada. Assim,
pode se dizer que além de uma formulagao fotoprotetora também tem acao agao

antioxidante, associando a prevencao do envelhecimento cutaneo.
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6 CONCLUSOES

O material vegetal solido obtido a partir do residulo industrial de A.
sisalana e extraido por ultrassonicacao em solugao etandlica 50%, apresentou
bom rendimento de extracdo e quando caracterizado quimicamente, observou-
se a presenga de compostos fendlicos e flavonoides, em especial, acido galico
e catequina.

A presenca desses constituintes pode estar relacionada com o potencial
antioxidante em toda a cascata oxidativa, verificado por meio das metodologias
antioxidantes in vitro.

Dentre as 10 formulagbes estudadas as emulsées E5 (0,6% do
UltraThix™ | 2,0% do PolyAquol™ 2W e 15 minutos de tempo de cisalhamento)
sem e com o extrato de A. sisalana 1,0% mantiveram-se estaveis durante 90
dias, apresentando comportamento reolégico de fluido n&do newtoniano com
perfil pseudoplastico e tixotropico desejavel para um cosmético de uso topico. A
associacao dos emulsificantes Acrylic Acid/VP Crosspolymer e Polyglyceryl-2
Stearate (and) Glyceryl Stearate (and) Stearyl Alcohol) e o tempo prolongado de
cisalhnamento foi fundamental para a estabilidade das formulacoes.

A emulsao estavel contendo o extrato de A. sisalana nao induziu processo
de irritacio e sensibilizagao cutanea e nao apresentou reagdes de fototoxicidade
ou fotossensibilizacdo cutanea durante o periodo de estudo e, portanto, suporta
o apelo "Dermatologicamente testado”.

No estudo do potencial fotoprotetor verificou-se que o FPS in silico nao foi
0 mesmo obtido pelo teste in vivo, ou seja, a adigdo do extrato a formulagéo
fotoprotetora aumentou estatisticamente o FPS quando comparada a formulagao
sem o extrato, sendo respectivamente, FPS 40,5 e 39,1. As formulagbes com
extrato apresentaram FPUVA = 21,5 e comprimento de onda critico A = 381,3,
com absorgéo da luz visivel (400 a 700 nm) = 21% e azul (400 a 500 nm) = 19%
e satisfazem as exigéncias da legislagcao atual para protetores solares.

Apesar do aumento estatisticamente observado no FPS in vivo, apos a
adicao do extrato de A. sisalana, na pratica, tanto a rotulagem quanto a protegao
efetivamente oferecida pelas formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas,

contendo ou ndo o extrato do residuo do sisal sera FPS 40. Entretanto,
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concentracdes maiores do extrato podem ser avaliadas a fim de verificar o
aumento mais expressivo do FPS in vivo.

Esta pesquisa buscou e apresentou o aproveitamento do residuo do sisal
de modo sustentavel ambiental, econdmico e socialmente, através do
desenvolvimento de uma formulagao multifuncional com agdes antioxidante e
fotoprotetora. Além da redugdo do impacto do residuo no meio ambiente, a
utilizagdo de um produto multifuncional, € um importante avango dermatolégico
uma vez que permite ao consumidor reduzir custo, numero de produtos,

possiveis interacdes entre produtos diferentes e tempo de aplicacao.
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APENDICE A - Composicdo dos protetores solares disponiveis no mercado

Produtos comerciais Neutrogena Nivea sun | Expertise Protetor Laroche | Laroche Vichy
sun fresh protetor supreme solar posay posay Idéal
FPS 30 solar protect 4 I'oreal anthelios | anthelios XI | soleil
hidratante | FPS 30 expertise gel- Protetor FPS 50
FPS 30 L’oreal toque creme solar FPS 50 | Gel-
seco anti- | protetor creme
acne FPS solar
30 FPS 50
Areas de aplicagdo Corpo Corpo Face e Face Face Corpo Face
corpo
Componentes
Aqua X X X X X X X
FILTROS SOLARES
Butyl Methoxydibenzoylmethano X X X X X X X
Octocrylene X X X X X X X
Ethylhexyltriazone X X X X X
Bis-ethylhexyl Phenol Methoxy PHenyltriazine X X X
Titanium Dioxide X X X X X X
Homosalate X X X
Ethylhexyl Salicilate X X X X X
Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid X
Polymethilsilsesquioxane X
Methylene Bis-
Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol X
Drometrizole Trisiloxane X X X
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Terephthalylidene Dicamphor Sulfonic Acid

X

Ethyl-hexyltriazone

X

EMULSIFICANTES E ESPESSANTES

Potassium Cetyl Phosphate

X

X

Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer

X

X

Styrene/acrylates copolymer

Methyl Methacrylate Crosspolymer-
Acrylamide

Carbomer

Tribehenium

X

Stearyl Alcohol

Cetyl Alcohol

x

Polyglyceryl 10 Laurate

Polyisobutene

Sodium Stearoyl Glutamate

Polisorbate 20

Sorbitan Isostearate

X[ X| X| X

Sorbitan Oleate

Trimethoxycaprylysilane

Stearic acid

Xanthan Gun

Poly C10-30 Alkyl Acrylate

Sodium Chlorite
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Behenyl Alcohol

Ammonium Polyacryloyldimethyl Taurate

Ammonium Polyacryloyldimethyl Lauramide

Myristyl Alcohol

Gyceryl Stearate Citrate

Disodium Ehylene Dicocamide peg15
Disulfate

X| X| X|X|X| X

Inulin Lauryl Carbamate

Peg-8 Laurate

Peg 100 stearate

VP/Hexadecene Copolymer

EMOLIENTES

Neopentyl glycol diheptanoato

Cetylpalmitate

Caprylyl Glycol

Caprylyl Methicone

Isohexadecane

Dicaprylyl Carbonate

Cyclomethicone

Glyceril Glucoside

Dimethiconol

Myristic Acid

Palmitic Acid

X

Glyceryl Stearate

x

Glyceryl Isostearate
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Cyclohexasiloxane X
Synthetic Wax X
Disopropyl sebacate Silica

CONSERVANTES E ANTIOXIDANTES
Phenoxyethanol X X X
Methylparaben X
Chorphenesin X
Benzyl Alcohol
Sodium Ascorbyl Phosphate X
Tocopheryl Acetate X X X

FRAGRANCIAS

Parfum X X
Fragrance X
Benzyl salicylate X
Citronellol X
Limonene
Coumarin X
Eugenol X
Hexyl cinnamal X
Hydroxyisohexyl 3-cyclohexene X
carboxaldehyde,
Linalool X X
Butylphenyl Methylpropional X
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Alpha Isomethyl lonone

X

OUTROS ADJUVANTES

Alcohol

Alcohol Denat

T-butyl Alcohol

Benzyl Alcohol

Stearyl Alcoohol

Ginger Root Extract

Cinnamomum Cassia Bark extract

Poterium Officinale Root Extract

X[ X| X| X

C12-15 Alkyl Benzoate

Glycerin

Propylene Glycol

Butylene Glycol

Carylyl Glycol

Pentylene Glycol

Silica

X| X| X| X| X| X

Disodium EDTA

Triethanolamine

Trisodium EDTA

Benzyl Benzoate

Aluminum Hydroxide

Aluminum Star Choctenylsuccina

x| X| X| X| X
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Aloe Barbadensis Leaf Extract

Zea Mays Starch

Sodium Hyaluronate

Sodium Hydroxide

Chamomilla Recutita Extract

Zingiber officinale Root Extract

Autoria: Propria
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ANEXO 1

INVITARE PESQUISA CLINICA
AUDITORIA E CONSULTORIA gwﬁm
LTDA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA IRRITABILIDADE DERMICA PRIMARIA: ACUMULADA E
SENSIBILIZACAO DE PRODUTOS COSMETICOS, ATRAVES DO TESTE DE
CONTATO (Patch Test)_UFR01.2022

Pesquisador: CASSIANO CARLOS ESCUDEIRO

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 63069722.2.0000.8098

Instituicao Proponente:IPCLIN - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA INTEGRADA LTDA
Patrocinador Principal: Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5702.359

Apresentacgdo do Projeto:
Trata-se do envio de respostas de pendencias apontadas no parecer inicial. Nimero do Parecer; 5.670.673.

Detalhes do primeiro parecer:

As informagGes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do documento Informagées Basicas da Pesquisa n° 2009847, datado
em 06/09/2022.

INTRODUGAO

Na sociedade atual, o aspecto estético vem ganhando cada vez mais importancia e dessa forma a busca
pela melhora da aparéncia levou a um grande crescimento na industria de cosméticos. Com esse
crescimento, surgiu também a preocupagdo em garantir a seguranca e a eficacia de seus produtos. A
criacao do Codigo de Defesa do Consumidor, as exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia

Endereco: Rua caramuru, 417 11°andar sala 115

Bairro: CHACARA INGLESA CEP: 04.138-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5581-2429 Fax: (11)5587-4688 E-mail: cep@invitare com br
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INVITARE PESQUISA CLINICA
AUDITORIA E CONSULTORIA QW“P
LTDA

Continuagdo do Parecer: 5.702.359

Sanitaria do

Ministério da Saude e a concorréncia induziram a indlstria a ter maior cautela em relacdo a acéo e
beneficios dos seus produtos. Para comprovar a eficacia e a seguranga de seus produtos, as industrias
realizam testes clinicos, com acompanhamento de médicos dermatologistas. Uma preocupacao crescente
da industria de cosméticos & minimizar possiveis rea¢cdes adversas nos usuarios de seus produtos. Afinal, o
consumidor & muito mais critico quanto a irritagdo cutanea provocada por um produto cosmético do que por
um medicamento toépico. Considera-se reagao adversa qualquer sinal ou sintoma desencadeado por um
produto tépico utilizado de maneira correta (FISHER, 1995). Entre as reacdes adversas cutdneas
provocadas por estes produtos destaca-se a dermatite eczematosa de contato, urticaria, acne e manchas
(SAMPAIO &

RIVITTI, 2000). O potencial de irritacdo de um produto depende de uma série de variaveis: componentes
usados, concentracdo dos ingredientes, absorgdo, quantidade aplicada, estado da pele, modo e frequéncia
de aplicagdo e efeito cumulativo (DOOMS-GOOSSENS, 1993).0 teste de contato (patch test) tem por
objetivo comprovar a seguran¢a do produto sob condi¢des semi-maximizadas a fim de comprovar a
auséncia de potenciais mecanismos irritativos e alergénicos. Como os principais riscos potenciais do uso de
um novo produto s@o a irritagé@o e a alergia por sensibilizacdo, na pesquisa de alergenicidade estao
envolvidos os seguintes testes clinicos: irritabilidade dérmica primaria, acumulada e sensibilizagdo cutanea.
Estes consistem em aplicagdes repetidas do produto na pele, e tém o objetivo de detectar possiveis
irritagdes ou reacdes alérgicas de sensibilizagdo (reacdes imunes de hipersensibilidade tardia ou do tipo 1V).
Para produtos irritantes, devem ser aplicados diluidos, de forma a ndo induzir resultados falsos
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positivos. O

teste contempla 3 fases: inducdo, que tem duragdo de 03 semanas e objetiva induzir uma possivel reacdo
alérgica ao produto aplicado; repouso, em que ndo ha aplicagdo do produto e tem duragdo de 02 semanas;
e desafio, em que ha aplicagdo do produto em novo local da pele do participante

HIPOTESE

Arealizagdo desta pesquisa comprovara a seguranga dos produtos em questdo aos seres humanos,
usuarios finais.

METODOLOGIA

Os produtos serdo aplicados diluidos a 5% em agua destilada sobre apésitos semi-oclusivos, a formulagédo
fotoprotetora sera aplicada tal e qual sobre os apésitos, com auxilio de seringa descartavel de 1 mL. Sera
utilizada agua destilada como controle. Os apédsitos serdo colocados no dorso direito ou esquerdo dos
participantes (segundo aleatorizacédo). Cada aposito comporta a aplicagédo de até 30 produtos, e as posicées
dos produtos investigacionais e controle nos apésitos de cada participante serdo mantidas ao longo de toda
a pesquisa. O teste de contato permanecera na pele do participante durante 48 horas, sendo retirado apés
esse tempo para leitura de sinais clinicos e questionamento das sensagdes de desconforto pelo médico
dermatologista. Apos a leitura, um novo apésito sera colocado, mantendo-se o produto na mesma posicéao.
Durante as trés primeiras semanas, o participante devera comparecer ao Instituto toda segunda, quarta e
sexta-feira. Depois, o participante tera duas semanas de descanso (ndo precisa comparecer ao Instituto,
mas precisa cumprir com as exigéncias do estudo). Na sexta semana, o participante devera

retornar ao Instituto para colar o adesivo com produto na segunda-feira, e devera retornar na
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quarta-feira

para a ultima avaliacdo médica. Sera realizada avaliagdo médica inicial no momento da inclusdo dos
participantes para verificagdo da auséncia de sinais clinicos iniciais incompativeis com a

inclusdo dos participantes. Os dados da avaliagdo médica serdo registrados no caderno de investigagdo. O
médico estara disponivel durante todo o estudo para avaliacdo de possiveis eventos adversos. Os
resultados serdo avaliados como segue:- Sensacgées de desconforto: os participantes serdo questionados
sobre as sensagdes de desconforto sentidas, paralelamente ao exame clinico. As sensagdes de desconforto
relatadas serdo descritas em relacdo a natureza (exemplo: ardéncia, pinicamento, prurido, repuxamento,
resfriamento, aquecimento, etc.); serdo classificadas quanto a intensidade como: leve, moderada ou intensa;
quanto a localizacédo; e quanto a duracéo; e sera verificada a imputabilidade ao produto teste.- Sinais
clinicos: serdo classificados de acordo com a Tabela 4 e o nexo causal das reagdes ao produto sera
investigado.

CRITERIOS DE INCLUSAO

« Pele integra na regido de estudo (dorso);

+ |dade de 18 a 65 anos;

« Sexo: masculino e feminino;

« Participantes com fototipos I, Il, Il e IV (de acordo com a classificacdo de Fitzpatrick);

+ Auséncia de historico de irritagdo / alergia ao material usado no estudo;

» Ter assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

« Participantes que queiram participar do estudo sem lucro financeiro. Eles serdo ressarcidos pelas
despesas relacionadas ao teste, (valor ndo limitado), tais como transporte e alimentagdo, entre outros,
quando necessario.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

« Participantes que se recusam em participar do estudo em questio.

» Participantes que apresentam ou apresentaram sintomas caracteristicos ac COVID-19 por pelo
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menos 7

dias antecedentes a data de pesquisa.

+ Participantes que fazem parte do grupo de risco da COVID-19 (idosos, pessoas com doengas cardiacas e
pulmonares, pessoas portadoras de imunodeficiéncias, pessoas transplantadas ou em quimioterapia;
pessoas com doencas renais ou em didlise; diabéticos, pessoas com doencas do figado e obesos).

* Marcas cutaneas na area experimental que interfiram na avaliagdo de possiveis reagdes cutaneas
(disturbios da pigmentagdo, malformagdes vasculares, cicatrizes, aumento de pilosidade, efélides e nevus
em grande quantidade, queimaduras solares);

* Dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos resultados do estudo;

« Gestantes ou lactantes;

+ Antecedentes de reagdes alérgicas, irritagdo ou sensagdes de desconforto intensas a produtos de uso
tépico: cosméticos e medicamentos;

+ Voluntarios com histdrico de alergia ac material utilizado no estudo;

* Antecedentes de atopia;

+ Antecedentes de patologias agravadas ou desencadeadas pela radiagdo ultravioleta;

* Exposicao solar intensa ou a sessdo de bronzeamento até 15 dias antes da avaliagao inicial;

* Previsdo de exposicdo solar intensa ou a sessdo de bronzeamento, durante o periodo de condugdo do
estudo;

* Previs@o de tomar banho de mar, piscina ou sauna durante o estudo;

« Participantes que praticam esportes aquaticos;

+ Uso dos seguintes medicamentos de uso topico sistémico: imunossupressores, anti-histaminicos,
antiinflamatoérios ndao hormonais, e corticoides até duas semanas antes da selecao;

+ Tratamento com vitamina A acida efou seus derivados via oral ou tdpica até 01 més antes do inicio do
estudo;

* Previs@o de vacinacgdo durante a realizag&o do estudo ou até 03 semanas antes do estudo, para ndo
correlacionar os possiveis efeitos colaterais da vacina com o estudo em questéo;
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* Qualquer condigdo ndo mencionada acima que, na opinido do investigador, possa comprometer a
avaliacdo do estudo.

Observacdo: os participantes incluidos sdo orientados a ndo alterar dieta, habitos cosméticos e de higiene,
rotina de exercicios e método

contraceptivo. Também, a ndo utilizar produtos da mesma categoria dos produtos testado na regido
experimental.

Objetivo da Pesquisa:

Esse ensaio visa comprovar ou ndo, na populagido estudada, a auséncia de reagdes de irritagéo dérmica
primaria e acumulada e de reacdes alérgicas por sensibilizagdo pelos produtos investigacionais, um
sabonete em pd, um extrato vegetal e uma formulagdo fotoprotetora, por meio teste de

contato (patch test).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O grau dos riscos associados ao estudo pode variar de pessoa para pessoa, levando em consideragdo as
diferentes caracteristicas fisiolégicas e pessoais dos participantes. Todas as matérias primas utilizadas no
produto sdo aprovadas para uso tdpico e ndo sdo téxicas. Existem desconfortos e riscos minimos para o
participante do estudo, entretanto, como qualquer produto, podera causar reagdes inesperadas como
“vermelhidao’, “inchago”, “coceira” e “ardor” nos locais de aplicacdo deste.

BENEFICIOS

Comprovacdo ou hdo da auséncia do surgimento de reacdes de irritacdo dérmica primaria e acumulada e de

reacdes alérgicas por sensibilizagdo pelos produtos investigacionais, garantindo a comunidade a seguranga
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dos produtos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo clinico subjetivo, observacional e unicéntrico, cujo objetivo é determinar na
populagdo estudada, a auséncia de reagdes de irritagdo dérmica primaria e acumulada e de reacdes
alérgicas por sensibilizacdo pelos produtos investigacionais, um sabonete em p6, um extrato vegetal e uma
formulagdo fotoprotetora, por meio teste de contato (patch test).

Estima-se a inclusdo de 60 participantes, com idade entre 18 e 65 anos, ade ambos os sexos com foto tipo
de | a IV (segundo classificagdo de Fitzpatrick). Ao menos 50 participantes deverdo finalizar o estudo.

O recrutamento dos participantes ocorrera por profissionais contratados pela Instituicdo, dos quais irdo
selecionar os potenciais participantes das pesquisas, onde estes deverao residir, trabalhar ou estudar
préximo do local onde a pesquisa sera realizada.

Os participantes que forem elegiveis para os estudo serdo orientados a ndo sua alterar dieta, habitos
cosmeéticos e de higiene, rotina de exercicios , método contraceptivo, e a ndo utilizar produto da mesma
categoria do produto testado na regido experimental.

A previsdo de conclusdo do estudo € em 6 semanas. Ocorrerda uma avaliagdo médica no momento de
inclusdo dos participantes, para a constatacdo de auséncias de sinais clinicos iniciais incompativeis com a
inclusdo dos participantes no estudo.

Os produtos serdo aplicados diluidos a 5% em agua destilada sobre apdsitos semioclusivos, a

formulacao fotoprotetora sera aplicada tal e qual sobre os apésitos, com auxilio de seringa, sempre no
mesmo local, e permanecera no a pele do participante, por um periodo de 48 horas, onde sera retirado apds
este tempo, e ocorrera a leitura dos sinais clinicos no local e o0 questionamento das sensagdes de
desconforto, realizadas pelo médico ermatologista. Este procedimento acontecera nas primeiras trés
semanas, em dias pré-estabelecidos. Esta fase é denominada como fase de “indugéo”. O préximo periodo é
denominado fase de "descanso” e compreende as semanas 4 e 5, onde ndo ocorrera a aplicagdo de
apoésito. Na ultima semana (62 semana), denominada fase de “desafio”, ocorrera a ultima aplicacdo do
produto investigacional no participante, com posterior remogéo e avaliagdo médica.

Os resultados serdo avaliados como segue:

- Sinais clinicos: serdo classificados de acordo com o descrito e o0 nexo causal das reagdes ao produto serd
investigado: / — Nada a relatar; E — Eritema; S — Efeito sabdo; Ed — Edema, Pa — papulas; C — Coloragédo
(hipercromia); Pu - Pustulas; Bo — Bolhas; No — Nédulos; Re Ressecamento / Descamacgao; Cr — Crosta; V

Vesicula.
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- Classificagdo dos sinais clinicos: Vesiculas ou papulas: 1n°=1o0u 2, 2 n° > 2; Edema e eritema: 1 Leve, 2
Moderado, 3 Severo/intenso; Aparéncia do eritema e edema: d difuso, p pontual, peri periférico.

As sensagdes de desconforto e os sinais clinicos de cada participante serdo avaliados, e se aoc menos 70%
deles ndo relatar/apresentar sensagdes de desconforto/sinais clinicos, o produto sera considerado seguro.
Os produtos investigacionais a serem utilizados nesta pesquisa, é identificado conforme descrito férmula
abaixo:

Sabonete em pé

Matérias-primas e Quantidade(%):

Manitol 20 ; Lactose 20; Carbonato de sédio 20; Acido citrico 10; Sorbitol 20; Eversoft ULS 100S 5; Fragdo
saponina FR8 5.

Extrato vegetal

Matérias-primas e Quantidade(%):

Extrato vegetal que sera utilizado em formulagdes cosméticas semissolidas na concentragdo

de 0,5% - emulsdes cosméticas (nanoemulsdo).

Formulagdo Fotoprotetora

Matérias-primas e Quantidade(%):

Aqua 100; Sodium Hydroxide 0,16; Acrylic Acid/VP Crosspolymer 0,6; Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl
Stearate (and) Stearyl Alcohol 2;

Butyl Methoxydibenzoylmethane 2; Octocrylene 4; Ethylhexyl Salicylate 2,5; Tridecyl Neopentanoate
0,60;Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine 2; Homosalate 9; Laureth-23 (and) Glyceryl Stearate
0,50.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoéria:
Documentos apresentados de forma adequada e listados ao final deste parecer.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

1. Pendéncias relacionadas aos documentos abaixo:

- PROJETO_HRIPT.pdf

- CRONOGRAMA .pdf

Inconsisténcia entre a tabela 5, pagina 10, item 16 e a legenda em destaque da pagina 11.

- Na tabela 5, pagina 10, esta destacado o periodo de descanso de D21 a D32 ( correto seria
até D34), pois em todos os outros tempos incluiu-se os finais de semana.

- Na legenda desta tabela , pagina 10, esta descrito a fase de descanso de D21 a D35 . Porém
D35 ja e a nova da de aplicacdo.

- Fazer as correcées dos itens mencionados: Tabela 5 e sua respectiva legenda, na fase de
Descanso, dos documentos relacionados acima.

2. Pendéncia relacionada ao TCLE: o campo para assinatura do participante estd ANTES da declaragdo de
ciéncia e concordancia. Favor ajustar.

PENDENCIA ATENDIDA -

TCLE_v02.pdf

PROJETO_HRIPT_v02.pdf

CRONOGRAMA_v02.pdf

Consideragoes Finais a critério do CEP:

» O participante da pesquisa devera receber uma via (e nao copia) do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) assinada por ele (ou seu representante legal) e pelo pesquisador, e rubricada em todas
as paginas por ambos;

» Segundo a Resolugdo CNS N° 251 de 1997, no item 111.2.i, “O pesquisador responsavel devera: (...) Dar
acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do paciente ou ao préprio paciente sempre
que solicitado e ou indicado”. Salvo melhor juizo, o pesquisador ndo deve limitar o acesso dos participantes
de pesquisa aos resultados dos seus exames que forem realizados durante o estudo.

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme descrita no protocolo aprovado;

* O CEP devera ser informado de todos os eventos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas e adequadas frente a qualquer evento
adverso ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro, nos casos aplicaveis) e enviar notificagdo ao CEP

junto com seu posicionamento;
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« Se o pesquisador considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser
realizada apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP. O pesquisador deve aguardar o parecer do
CEP quanto a descontinuagédo, exceto quando perceber risco ou dano ao participante ou quando constatar a
superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto &,
somente em caso de necessidade de a¢do imediata com intuito de proteger os participantes.

+ Emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e sua justificativa. Ressaltamos que devera ser aguardada a aprovagao do CEP
(e CONEP, se for o caso) para continuidade da pesquisa;

+ O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

* Relatérios parciais devem ser apresentados ao CEP a cada 6 meses apods a emissdo do parecer de
aprovacgdo assim como relatério final ao término do estudo.

* No caso de estudos com medicamentos, medicamentos biolégicos, dispositivos médicos ou odontologicos,
produtos de terapia celular, atentar para néo iniciar o estudo sem as aprovacdes da ANVISA e demais
autoridades aplicaveis. E importante a compreens&o do pesquisador de que a aprovagéo de um projeto pelo
sistema Cep/Conep é apenas um dos requisitos necessarios para a realizagdo de um estudo envolvendo
seres humanos;

+ O pesquisador deve atentar para todas as resolugdes, cartas circulares, normas operacionais e demais
orientacdes emanadas pela Conep, além dos requisitos emanados nos regimentos internos dos Ceps;

* Em cumprimento as normativas locais, o CEP/Invitare mantem um programa de educacéo continuada para
pesquisadores, participantes de pesquisa ou potenciais participantes de pesquisa bem como a sociedade
em geral. Para saber mais sobre esse programa, acesso o site www.invitare.com.br e verifique a ala CEP;
+ O CEP/Invitare possui seu registro valido até julho de 2023, momento em que um novo registro sera
solicitado;

» Caso o pesquisador responsavel ou demais pesquisadores tenham qualquer duvida, entrar em contato
pelo telefone 11-5581.2429 das 10h as 19h .

Lembramos entretanto que, segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador
apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
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Platafor

mo

Atengdo: atentar para o novo fluxo de tramitagdo de evento adverso grave estabelecido através da Carta
Circular n® 13/2020-CONEP/SECNS/MS de 02 de junho de 2020.
(apresentar relatério consolidado dos eventos adversos junto com o relatério parcial do estudo)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informactes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/10/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 2009847 pdf 14:25:28
TCLE / Termos de | TCLE_v02.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
Assentimento / 14:25:22 |ESCUDEIRO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_HRIPT_v02.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
Brochura 14:25:15 |ESCUDEIRO
Investigador
Cronograma CRONOGRAMA_v02.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
14:25:04 |ESCUDEIRO

Qutros carta_Resposta.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
14:24:38 |ESCUDEIRO

TCLE / Termos de | TCLEHRIPT.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Assentimento / 16:50:21 ESCUDEIRO

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETO_HRIPT .pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Brochura 16:49:05 |ESCUDEIRO

Investigador

Declaragéo de DECLARACAO_INSTITUICAO_INFRAE| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Instituicdo e STRUTURA_HRIPT .pdf 16:48:50 |ESCUDEIRO

Infraestrutura

Qutros _DECLARACAOQ_INSTITUICAO_RESP | 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

ONSABILIDADE.pdf 16:48:11 ESCUDEIRO
Qutros IPclin_ParecerTecnico_Cientifico_Invitar| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
e Projeto.pdf 16:44:59 |ESCUDEIRO

Declaragdo do DECLARACAO_PATROCINADOR .pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Patrocinador 16:43:25 |ESCUDEIRO

Declaragédo de DECLARACAO_PESQUISADOR.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Pesquisadores 16:42:59 |ESCUDEIRQ

Orgamento ORCAMENTOQO_hRIPT.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
16:42:40 |ESCUDEIRO

Cronograma CRONOGRAMA.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
16:42:22 |ESCUDEIRO
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DERMAT(_)L()GICA DO POTENCIAL DE FOTOTOXICIDADE E
FOTOSSENSIBILIZACAO DE PRODUTOS COSMETICOS_UFR02.2022

Pesquisador: CASSIANO CARLOS ESCUDEIRO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 63070422.0.0000.8098

Instituicdo Proponente:|IPCLIN - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA INTEGRADA LTDA

Patrocinador Principal: Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.702.597

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da apresentacgao de respostas de pendencias apontadas no primeiro parecer.Numero do Parecer:
5.670.675

Dados do parecer inicial:

Segundo a resclugdo RDC n° 07/2015, “Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, sédo
preparagbes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do
corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érgdos genitais extemos, dentes e membranas mucosas
da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou
corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado”. Na sociedade atual, o aspecto
estético vem ganhando cada vez mais importancia e dessa forma a busca pela melhora da aparéncia levou
a um grande crescimento na industria de cosméticos. Com esse crescimento, surgiu também a preocupacao
em garantir a seguranga e a eficacia de seus produtos. A criagdo do Cédigo de Defesa do Consumidor, as
exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude e a concorréncia induziram a
industria a ter maior cautela em relacéo a agao e beneficios dos seus produtos. Para comprovar a eficacia e
a seguranga de seus produtos, as industrias realizam testes clinicos em humanos, com acompanhamento
de médicos dermatologistas. Uma preocupacéo crescente da industria de cosméticos é evitar possiveis
reacdes adversas nos usuarios de seus produtos. Afinal, o consumidor é muito mais
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critico quanto a irritagdo cutanea provocada por um produto cosmético do que por um medicamento tépico.
Considera-se reacdo adversa qualquer sinal ou sintoma desencadeado por um produto tépico utilizado de
maneira correta (FISHER, 1995). Entre as reagdes

adversas cutaneas provocadas por estes produtos destaca-se a dermatite eczematosa de contato, urticaria,
acne e manchas (SAMPAIO & RIVITTI, 2000). O potencial de irritacdo de um produto depende de uma série
de varidveis: componentes usados, concentragdo dos ingredientes, absorgdo, quantidade aplicada, estado
da pele, modo e frequéncia de aplicagdo e efeito cumulativo (DOOMSGOQOSSENS, 1993). A permeabilidade
da pele varia conforme a regido do corpo, sendo que as pregas e a face sdo areas de maior absorcédo.
Quando aplicado sobre a pele, um produto tera maior ou menor absorgdo percutanea em funcdo da sua
concentracao, tipo de veiculo utilizado, area da superficie cutanea e tempo de contato com a pele
(ZATZ,1995). Os testes realizados com seres humanos sdo regulamentados segundo leis bastante rigidas,
com o objetivo de proteger e resguardar os individuos. Estas leis variam de acordo com o pais. No
Brasil,estas pesquisas sdo permitidas, desde que tenham protocolos aprovados por uma Comissdo de Etica
em Pesquisa (sistema CEP/CONEP) e sigam os preceitos da Declara¢do de Helsinque e da Resolugdo
466/12 (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 2012)0 teste de contato (patch test) é a principal ferramenta
utilizada

no diagndstico de reacdo provocada por cosmético e na pesquisa de alergenicidade. Como os principais
riscos potenciais do uso de um novo produto sao a irritacdo, a alergia por sensibilizagdo, a fototoxicidade e a
fotossensibilizacdo, na pesquisa de alergenicidade estdo envolvidos os seguintes testes
clinicos:irritabilidade dérmica primaria e acumulada, sensibilizagdo cutdnea, fototoxicidade e
fotossensibilizagdo.

Estes consistem em aplicagoes repetidas do produto na pele, e tém o objetivo de detectar possiveis
irritacdes ou indugdo de sensibilizagdo (KLIGMAN & WOODING, 1967, FISHER, 1995).

HIPOTESE

A realizacd@o desta pesquisa comprovara a seguran¢a do produto em questao aos seres humanos, usuarios
finais dos mesmos.

METODOLOGIA

Os produtos serdo aplicados diluidos a 5% em agua destilada sobre apésitos semi-oclusivos, a formulagdo
fotoprotetora sera aplicada tal e qual sobre os apésitos. Sera utilizada agua destilada como controle. Os
apositos serdo colocados no dorso direito ou esquerdo dos participantes (segundo aleatorizagdo). As
posigdes dos produtos e controle nos apésitos de cada participante serdo mantidas ao longo de todo o teste.
Sera realizada avaliagdo médica inicial no momento da

Enderego: Rua caramuru, 417 11°andar sala 115

Bairro: CHACARA INGLESA CEP: 04 138-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5581-2429 Fax: (11)3587-4688 E-mail: cep@invitare.com.br

Pagina 02 de 10

142



INVITARE PESQUISA CLINICA
AUDITORIA E CONSULTORIA QW“P
LTDA

Continuagdo do Parecer: 5.702.597

inclusdo dos participantes para verificagdo da auséncia de sinais clinicos iniciais incompativeis com a
inclusdo dos participantes.

CRITERIOS DE INCLUSAO

* Pele integra na regido de estudo (dorso);

* Idade de 18 a 65 anos;

* Sexo: masculino ou feminino;

* Participantes com fototipos |, 11, Ill e IV (de acordo com a classificagédo de Fitzpatrick);

* Auséncia de histérico de irritacdo / alergia ao material usado no estudo;

* Ter assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

* Participantes que queiram participar do estudo sem lucro financeiro. Eles serdo ressarcidos pelas
despesas relacionadas ao teste, (valor ndo limitado), tais como transporte e alimentagdo, entre outros,
quando necessario.

CRITERIOS DE EXCLUSAQ

* Marcas cutdneas na area experimental que interfiram na avaliacdo de possiveis reagdes
cutaneas(disturbios da pigmentagdo, malformagdes vasculares, cicatrizes, aumento de pilosidade, efélides e
nevus em grande quantidade, queimaduras solares);

* Dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos resultados do estudo;

* Gestantes ou lactantes;

* Antecedentes de reagdes alérgicas, irritagdo ou sensacdes de desconforto intensas a produtos de uso
tépico: cosméticos e medicamentos;

* Participantes com histérico de alergia ao material utilizado no estudo;

* Antecedentes de atopia;

* Antecedentes de patologias agravadas ou desencadeadas pela radiacdo ultravioleta;

* Portadores de imunodeficiéncias;

* Transplantados renais, cardiacos ou hepaticos;

* Exposic¢do solar intensa ou a sess&o de bronzeamento até 15 dias antes da avaliagdo inicial;

* Previsdo de exposigdo solar intensa ou a sessdo de bronzeamento, durante o periodo de condugdo do
estudo;

* Previsdo de tomar banho de mar, piscina ou sauna durante o estudo;

* Participantes que praticam esportes aquaticos;

* Uso dos seguintes medicamentos de uso topico sistémico. imunossupressores, anti-histaminicos,
antiinflamatoérios ndo hormonais, e corticoides até duas semanas antes da selegdo;

* Tratamento com vitamina A acida e/ou seus derivados via oral ou topica até 01 més antes do
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inicio do estudo;

* Previsdo de vacinacdo durante a realizacdo do estudo ou até 03 semanas antes do estudo, para ndo
correlacionar os possiveis efeitos colaterais da vacina com o estudo em questéo;

* Estar participando de outro estudo;

* Qualquer condicdo ndo mencionada acima que, na opinido do investigador, possa comprometer a
avaliagdo do estudo;

* Histérico de auséncia de aderéncia ou de indisposi¢gao em aderir ao protocolo de estudo;

* Profissionais diretamente envolvidos na realizacédo do presente protocolo e seus familiares.

Observagdo: os participantes incluidos sdo orientados a ndo alterar dieta, habitos cosméticos e de higiene,
rotina de exercicios e método contraceptivo. Também, a nao utilizar produtos da mesma categoria dos

produtos testado na regido experimental.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo desta pesquisa € comprovar ou ndo, na populagdo estudada, o potencial fotoirritante e
fotossensibilizante tépico dos produtos investigacionais, um sabonete em p6, um extrato vegetal e uma

formulagao Fotoprotetora.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O grau dos riscos associados ao estudo pode variar de pessoa para pessoa, levando em consideracéo as
diferentes caracteristicas fisiolégicas e pessoais dos participantes. Todas as matérias primas utilizadas no
produto sdo aprovadas para uso topico e ndo sao téxicas. Existem desconfortos e riscos minimos para o
participante do estudo, entretanto, como qualquer produto, podera causar reacgdes inesperadas como

now nou

“vermelhiddo”, ‘inchago”, “coceira” e “ardor” nos locais de aplicagdo deste.

BENEFICIOS
Avaliagédo do potencial fotoirritante e fotossensibilizante tépico pelo produto investigacional, garantindo a
comunidade a seguranga do produto.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo clinico subjetivo, unicéntrico, cujo objetivo & determinar na populag¢ado estudada, o
potencial fotoirritante e fotossensibilizante tépico pelos produtos investigacionais, um
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sabonete em po, um extrato vegetal e uma formulagéo Fotoprotetora.

Estima-se a inclusdo de 30 participantes, com idade entre 18 e 65 anos, ambos os sexos e com fototipo de |
a IV (segundo classificagdo de Fitzpatrick).

O recrutamento dos participantes ocorrera por profissionais contratados pela Instituicdo, dos quais irdo
selecionar os potenciais participantes das pesquisas, onde estes deverao residir, trabalhar ou estudar
préximo do local onde a pesquisa sera realizada.

Os participantes que forem elegiveis para os estudo serdo orientados a ndo sua alterar dieta, habitos
cosmeéticos e de higiene, rotina de exercicios , método contraceptivo, e a nao utilizar produto da mesma
categoria do produto testado na regido experimental.

A previsdo de conclusdo do estudo € em 5 semanas. Ocorrera uma avaliagdo médica no momento de
inclusdo dos participantes, para a constatagdo de auséncias de sinais clinicos iniciais incompativeis com a
inclusdo dos participantes no estudo.

Os produtos investigacionais serdo aplicados diluidos a 5% em agua destilada sobre apésitos
semioclusivos, a formulagdo fotoprotetora sera aplicada tal e qual sobre os apésitos, no dorso direito ou
esquerdo dos participantes, sempre no mesmo local, por um periodo de 48 horas, momento em que o
participante retorna ao cento de pesquisa para retirar o produto e receber irradiagao com lampada
ultravioleta A (UVA) que imita a luz natural. O tempo de exposicdo sera de 6 minutos e 40
segundos,correspondente a aproximadamente uma hora de exposi¢do solar, ao meio-dia de um dia tipico
ensolarado de janeiro. Apoés irradiagdo, sera realizada a leitura de sinais clinicos e questionamento das
sensacdes de desconforto pelo médico dermatologista. Este procedimento acontecera nas primeiras duas
semanas, em

dias pré-estabelecidos. Esta fase € denominada como fase de “indugdo”. O proximo periodo € denominado
fase de “descanso” e compreende as semanas 3 e 4, onde ndo ocorrera a aplicagdo de apdsito.

Nesta etapa o participante ndo precisa comparecer ao centro de pesquisa, mas precisa cumprir com as
exigéncias do estudo. Na dltima semana (52 semana), denominada fase de “desafio”, os participantes
deverdo retornar ao centro de pesquisa para aplicar novamente o teste de contato que, desta vez, sera
removido apos 24 horas. Apés a remogédo, a area sera avaliada, irradiada com lampada (UVA) e sera
realizada a ultima leitura médica apés novas 24 horas.

Os resultados serdo avaliados como segue:

* Sensacdes de desconforto: os participantes serdo questionados sobre as sensacdes de desconforto
sentidas, paralelamente ao exame clinico. As sensagbes de desconforto relatadas serdo descritas em
relagdo a natureza (exemplo: ardéncia, pinicamento, prurido, repuxamento,

Enderego: Rua caramuru, 417 11°andar sala 115

Bairro: CHACARA INGLESA CEP: 04 138-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)5581-2429 Fax: (11)3587-4688 E-mail: cep@invitare.com.br

Pagina 05 de 10

145



INVITARE PESQUISA CLINICA
AUDITORIA E CONSULTORIA QW“P
LTDA

Continuagdo do Parecer: 5.702.597

resfriamento, aquecimento etc.);

serdo classificadas quanto a intensidade como: leve, moderada ou intensa; quanto a localizag¢ao; e quanto a
duragdo; e serd verificada a imputabilidade ao produto teste.

* Sinais clinicos: serao classificados de acordo com o descrito e o nexo causal das reacSes ao produto sera
investigado: / — Nada a relatar; E — Eritema; S — Efeito sabdo; Ed — Edema, Pa — papulas; C — Coloragéo
(hipercromia); Pu - Pustulas; Bo — Bolhas; No — Nédulos; Re Ressecamento / Descamagdo; Cr — Crosta; V
Vesicula.

* Classificagdo dos sinais clinicos: Vesiculas ou papulas: 1 n® = 10ou 2, 2n° > 2; Edema e eritema: 1 Leve, 2
Moderado, 3 Severo/intenso; Aparéncia do eritema e edema: d difuso, p pontual, peri periférico.

As sensacoes de desconforto e os sinais clinicos de cada participante serdo avaliados, e se ao menos 70%
deles ndo relatar/apresentar sensagées de desconforto/sinais clinicos, o produto sera considerado seguro.
Os produtos a serem usado nesta pesquisa (um sabonete em pé, um extrato vegetal e uma formulagédo

fotoprotetora) sdo identificado conforme descrito formulas abaixo:

Sabonete em pé

Matérias-primas e Quantidade(%):

Manitol 20 ; Lactose 20; Carbonato de sédio 20; Acido citrico 10; Sorbitol 20; Eversoft ULS 100S 5; Fragdo
saponina FR8 5.

Extrato vegetal Matérias-primas e Quantidade(%):

Extrato vegetal que sera utilizado em formulacdes cosméticas semissélidas na concentragao

de 0,5% - emulsdes cosméticas (nanoemulsdo).

Formulagdo Fotoprotetora

Matérias-primas e Quantidade(%):

Aqua 100; Sodium Hydroxide 0,16; Acrylic Acid/VP Crosspolymer 0,8; Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl
Stearate (and) Stearyl Alcohol 2;Butyl Methoxydibenzoylmethane 2; Octocrylene 4; Ethylhexyl Salicylate 2,5;
Tridecyl Neopentanoate 0,60;

Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine 2; Homosalate 9; Laureth-23 (and) Glyceryl Stearate 0,50.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoéria:
Documentos apresentados de forma adequada e listados ao final deste parecer.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

1. Relacionado ao documento, “PROJETOFTT.pdf", submetido em 06/09/22 a Plataforma Brasil, destaca-se:
1.1. Inconsisténcia entre a tabela apresentada na pagina 9 do projeto, versus o cronograma

apresentado na pagina 10 do projeto. O estudo tera duragdo de 5 semanas. Realizar a correcéo.

1.2. O documento “FTT_CRONOGRAMA.pdf”, também se apresenta com a durag¢io de 6 semanas.
Corregdes realizadas - Pendencia atendida

Consideragoes Finais a critério do CEP:

+ O participante da pesquisa devera receber uma via (e ndo copia) do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) assinada por ele (ou seu representante legal) e pelo pesquisador, e rubricada em todas
as paginas por ambos;

* Segundo a Resolugdo CNS N° 251 de 1997, no item 11I.2.i, “O pesquisador responsavel devera: (...) Dar
acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do paciente ou ao proprio paciente sempre
que solicitado e ou indicado”. Salvo melhor juizo, o pesquisador ndo deve limitar o acesso dos participantes
de pesquisa aos resultados dos seus exames que forem realizados durante o estudo.

« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme descrita no protocolo aprovado;

* O CEP devera ser informado de todos os eventos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas e adequadas frente a qualquer evento
adverso ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro, nos casos aplicaveis) e enviar notificacdo ao CEP
junto com seu posicionamento;

+ Se o pesquisador considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser
realizada apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP. O pesquisador deve aguardar o parecer do
CEP quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano ao participante ou quando constatar a
superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto &,
somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os participantes.

+ Emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e sua justificativa. Ressaltamos que devera ser aguardada a aprovagdo do CEP

(e CONEP, se for o caso) para continuidade da pesquisa;
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« O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;

* Relatérios parciais devem ser apresentados ao CEP a cada 6 meses apos a emissdo do parecer de
aprovacgdo assim como relatério final ao término do estudo.

* No caso de estudos com medicamentos, medicamentos biolégicos, dispositivos médicos ou odontolégicos,
produtos de terapia celular, atentar para néo iniciar o estudo sem as aprovagdes da ANVISA e demais
autoridades aplicaveis. E importante a compreens&o do pesquisador de que a aprovacio de um projeto pelo
sistema Cep/Conep é apenas um dos requisitos necessarios para a realizagdo de um estudo envolvendo
seres humanos;

« O pesquisador deve atentar para todas as resolugdes, cartas circulares, normas operacionais e demais
orientacbes emanadas pela Conep, além dos requisitos emanados nos regimentos internos dos Ceps;

+ Em cumprimento as normativas locais, o CEP/Invitare mantem um programa de educacéo continuada para
pesquisadores, participantes de pesquisa ou potenciais participantes de pesquisa bem como a sociedade
em geral. Para saber mais sobre esse programa, acesso o site www.invitare.com.br e verifique a ala CEP;
+ O CEP/Invitare possui seu registro valido até julho de 2023, momento em que um novo registro sera
solicitado;

+ Caso o pesquisador responsavel ou demais pesquisadores tenham qualquer divida, entrar em contato
pelo telefone 11-5581.2429 das 10h as 19h .

Lembramos entretanto que, segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador
apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Atengdo: atentar para o novo fluxo de tramitagdo de evento adverso grave estabelecido através da Carta
Circular n® 13/2020-CONEP/SECNS/MS de 02 de junho de 2020.
(apresentar relatério consolidado dos eventos adversos junto com o relatério parcial do estudo)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo

Informacgdes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/10/2022 Aceito
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Basicas do Projeto |ETO_2010863.pdf 14:31:39 Aceito

Projeto Detalhado / |PROJETO_v02.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Brochura 14:31:33 |ESCUDEIRO

Investigador

Cronograma FTT_CRONOGRAMA_v02.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
14:31:26 |ESCUDEIRO

Qutros carta_Resposta.pdf 10/10/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
14:31:18 | ESCUDEIRO

Qutros IPclin_ParecerTecnico_Cientifico_Invitar| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

e_Projeto.pdf 17:04:45 |ESCUDEIRO

Projeto Detalhado / |PROJETO_FTT_.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Brochura 17:03:47 |ESCUDEIRO

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_FTT.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Assentimento / 17:03:30 |ESCUDEIRO

Justificativa de

Auséncia

Declaragéo de DECLARACAOQO_INSTITUICAO_INFRAE| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Instituicdo e STRUTURA_FTT pdf 17:03:16 |ESCUDEIRO

Infraestrutura

Outros DECLARACAO_INSTITUICAO_RESPO| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

NSABILIDADE.pdf 17:02:31 |ESCUDEIRO

Declaragéo de DECLARACAO_DO_PESQUISADOR.p | 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Pesquisadores df 17:00:54 |ESCUDEIRO

Declaragdo do DECLARACAO_PATROCINADOR_FTT,| 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Patrocinador pdf 17:00:39 |ESCUDEIRO

Orgamento ORCAMENTOQ_FTT .pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
17:00:17 |ESCUDEIRO

Cronograma FTT_CRONOGRAMA pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
16:59:57 | ESCUDEIRO

Folha de Rosto folhaDeRosto_FTTassinado.pdf 06/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
16:59:11  |ESCUDEIRO

Situacgédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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Assinado por:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETERMINAQAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR DE UM PRODUTO
COSMETICO_UFR03.2022

Pesquisador: CASSIANO CARLOS ESCUDEIRO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 63109522.9.0000.8098

Instituicdo Proponente:IPCLIN - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA INTEGRADA LTDA
Patrocinador Principal: Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.670.784

Apresentacao do Projeto:

O espectro solar &€ composto por uma série de radiacées, onde quase todas podem atuar de forma benéfica.
Porém, quando a quantidade de energia absorvida é superior a dose toleravel, os riscos sdo inevitaveis. As
principais radiagbes solares sdo:* Raios infravermelhos: Responsaveis pela sensacao de calor e
desidratacdo da pele durante a exposigdo ao sol; * UVA (320-400 nm): Bronzeiam superficialmente, porém,
contribuem para o envelhecimento precoce da pele, induzido pela exposicdo solar prolongada; atravessam a
maior parte dos vidros comuns. Dependendo da espessura da pele podem atingir tecidos dérmicos, o que os
torna tdo perigosos quanto os comprimentos de onda de maior energia (UVB). A faixa UVA pode ser
subdividida em UVA baixo, de 320-340 nm, responsavel pela grande maioria dos efeitos fisiolégicos do UVA
na pele, e UVA alto, de 340-400 nm, responsavel por alteragées muito pequenas nas fibras elasticas.- UVB
(290-320 nm): Sao consideradas mais lesivas que as radiagées UVA. Possuem pequena penetragcdo na
peie, mas devido a sua aita energia, sao os maiores responsaveis pelos danos imediatos da radiagao soiar e
por boa parte dos danos tardios. Sao responsaveis também pela transformacgao de ergosterol epidérmico em
vitamina D. Em excesso, causam eritema (queimadura solar), envelhecimento precoce e cancer de pele,
atingindo, principalmente, pessoas de pele clara.« UVC (100-290 nm): S&o bastante prejudiciais, ndo
estimulam o bronzeamento e causam queimaduras solares e cancer. Alguns estudos detectaram uma
destruicdo lenta na camada de ozdnio provocada pelos CFC (cloroflucrcarbonetos), uma familia de gases
utilizados até ha pouco tempo como
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propelente em aerossois e em refrigeragdo. As consequéncias dessa destruigcdo ainda nao foram
inteiramente avaliadas, mas sem duvida afetardo enormemente a vida no planeta. O bronzeamento é uma
defesa contra as radiagdes solares, que estimulam o organismo a produzir melanina, um pigmento natural
da pele, reduzindo, com isso, a penetracdo das radiagoes UVA e UVB. Nos primeiros dias de exposigdo ao
sol, o mecanismo de producdo de melanina comeca a ser ativado. Neste periodo, devem ser utilizados
protetores solares com fatores de protegcdo mais elevados, pois eles atuardo de forma similar a melanina,
fitrando os raios UVA e UVB.O fator de protegdo solar ou FPS tem a finalidade de indicar ao consumidor
qual o grau de prote¢ao dado pelo produto. A grande variabilidade da radiac&o solar e os diferentes tipos de
pele obrigam o consumidor a conhecer a prépria pele e a definir qual o FPS mais adequado ao seu caso.
Quanto maior o valor do FPS, maior sera o nivel de protegdo. Para escolher o FPS compativel a um
determinado tipo de pele, ndo se deve levar em consideragdo as partes do corpo mais expostas ao sol,
como bragos ou rosto, pois tais regibes estdo em contato direto e constante com o sol e, portanto,
respondem de forma diferente aos seus efeitos. Os métodos de medida do FPS se baseiam no
aparecimento de eritema na pele. Dai torna-se necessario padronizar a forma de medir este eritema.
Portanto, dose eritematica minima (MED) € definida como a quantidade de energia requerida para produzir a
primeira reagdo eritematica perceptivel com bordas claramente definidas, observadas entre 16-24 horas
apos a exposicdo a radiagdo ultravioleta. A dose eritematdgena minima (DEM) depende do tipo de pele do
individuo, da quantidade de melanina na pele, do comprimento e da intensidade da onda incidente. Os
individuos podem ser classificados em seis grupos que sdo também chamados de fototipos, sendo este
estimado através da histéria pessoal de queimaduras e bronzeamento, apés a exposi¢do por 30 a 50
minutos ao sol de meio dia, apés um periodo sem exposigdo. Os fototipos tém as seguintes caracteristicas:
Tabela 1: Fototipos de pele segundo M.A. PATHAK (1983).Tipo Reagdo a exposigdo solar Cor da pelel
Sempre se queima nunca se bronzeia. Em geral, pessoas de pele branca leitosa, olhos e cabelos claros,
com sardas. Brancall Sempre se queima, bronzeamento minimo. Pessoas brancas, de cabelos e olhos
claros. Brancalll Queima moderadamente. Bronzeia-se gradualmente (bronzeado leve). Corresponde ao
fototipo mais frequente das pessoas brancas. BrancalV Queima pouco, bronzeia sempre (bronzeado
moderado). Pessoas com pele morena clara, cabelos e olhos escuros orientais. Morena ClaraV Raramente
queima, bronzeia sempre e intensamente. Pessoas morenas, indigenas e mulatas. MorenaVl Nunca se
queimam. Profundamente pigmentados. Escura O FPS corresponde a quantas MED ou DEM uma pessoa
pode ficar exposta ao Sol sem desenvolver o eritema. Portanto, FPS é definido como sendo a relagdo entre

a quantidade de energia ultravioleta requerida para produzir uma dose eritematica
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na pele protegida em relagdo a energia requerida para produzir uma dose eritematica na pele ndo protegida.

HIPOTESE
O uso do produto em teste sera eficaz na protecdo as radiagdes UV. Como resultado, havera a reducdo dos

riscos e danos causados por elas, como céncer de pele e envelhecimento precoce.

METODOLOGIA

A dose eritematégena minima (MED) é considerada como a quantidade de energia radiante necessaria para
produzir a menos perceptivel e indubitavel vermelhiddo, avaliada de 16 a 24 horas apés a exposigdo. A
MED de cada participante foi determinada por uma sequéncia de exposigdo a luz ultravioleta, com
intensidade (MED/minuto) aumentada em progressdo geomeétrica, sendo cada exposicdo graduada com
aumento de 12% em relagdo a anterior (1,12n). Apés 16-24 horas da irradiacdo sera feito o exame
dermatoldgico local para verificagdo dos pontos com aparecimento de eritema. No dorso (regido infra-
escapular) de cada participante serdo demarcados com caneta cirdrgica retdngulos de 5,0 x 7,0 cm (35
cm2), chamados de sitios. Os sitios serdo limpos com algodédo seco. Nos sitios demarcados serdo aplicados
2 mg/cm2 das amostras em avaliagédo ou do Produto Padrdo, espalhando-os homogeneamente com dedo
envolto numa dedeira. Apos a aplicagdo, os participantes aguardardo 15 minutos para a secagem. Apds a
secagem sera feita a irradiacdo do sitio, considerando o tempo definido da MED individual e o FPS
esperado do produto. 16-24 horas apés a irradiacéo sera feito o exame dermatolégico local para a
determinacgdo do FPS. O valor do FPS é definido pela razdo entre o tempo necessario para produzir uma
MED na pele protegida com produto contendo filtro solar (MEDp) e o tempo necessario para produzir uma
MED na pele néo protegida (MEDu). Assim, o FPS é calculado pela Equagéao 1.

Equacdo 1. Calculo de FPS
Para cada participante sera calculado o valor do FPS. Para o painel de participantes sera calculado o FPS
médio, o desvio padrdo e o limite inferior do intervalo de confianga 95%.

CRITERIOS DE INCLUSAO
+Idade: 18 até 65 anos;
* Fototipos: | a lll;

+[Sexo: masculino e feminino;
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«[Angulo tipolégico individual (ITA?) maior que 28° - determinado por colorimetria

CRITERIOS DE EXCLUSAO

+«Marcas cutaneas na area experimental que interfiram na avaliacdo de possiveis reagdes cutaneas
(disturbios da pigmentacéo, malformacdes vasculares, cicatrizes, aumento de pilosidade, efélides e nevus
em grande quantidade, queimaduras solares);

* Dermatoses ativas (local e disseminada) que possam interferir nos resultados do estudo;

« Gestantes ou lactantes;

+ /Antecedentes de reagdes alérgicas, irritagdo ou sensagdes de desconforto intensas a produtos de uso
topico: cosméticos e medicamentos;

« Participantes com histérico de alergia ao material utilizado no estudo;

+ Antecedentes de atopia;

+ Antecedentes de patologias agravadas ou desencadeadas pela radiagdo ultravioleta;

« Portadores de imunodeficiéncias;

* Transplantados renais, cardiacos ou hepaticos;

* Exposicao solar intensa ou a sessdo de bronzeamento até 15 dias antes da avaliagao inicial;

*[Previsdo de exposicdo solar intensa ou a sessdo de bronzeamento, durante o periodo de conducgédo do
estudo;

*Previsdo de tomar banho de mar, piscina ou sauna durante o estudo;

«Participantes que praticam esportes aquaticos;

* Uso dos seguintes medicamentos de uso tépico sistémico: imunossupressores, anti-histaminicos, anti-
inflamatoérios ndo hormonais, e corticoides até duas semanas antes da selecéo;

+ Tratamento com vitamina A acida efou seus derivados via oral ou topica até 01 més antes do inicio do
estudo;

* Previsdo de vacinagao durante a realizagdo do estudo ou até 03 semanas antes do estudo, para ndo
correlacionar os possiveis efeitos colaterais da vacina com o estudo em questao;

« Estar participando de outro estudo;

*/Qualquer condi¢cdo ndo mencionada acima que, na opinido do investigador, possa comprometer a avaliagdo
do estudo;

* Histérico de auséncia de aderéncia ou de indisposicdo em aderir ao protocolo de estudo;

+ Profissionais diretamente envolvidos na realizagéo do presente protocolo e seus familiares.

Observagdo: os participantes incluidos sdo orientados a ndo alterar dieta, habitos cosméticos e de higiene,

rotina de exercicios e método contraceptivo. Também, a nao utilizar produtos da mesma
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categoria do produto testado na regido experimental.

Objetivo da Pesquisa:

Determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS) do produto investigacional, formulacao Fotoprotetora, utilizando
o Protocolo baseado na norma ISO 24444:2019 - Cosmetics — Sun protection test methods — In vivo
determination of the sun protection factor (SPF).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O grau dos riscos associados ao estudo pode variar de pessoa para pessoa, levando em consideracéo as
diferentes caracteristicas fisiolégicas e pessoais dos participantes. Todas as matérias primas utilizadas no
produto sd@o aprovadas para uso topico e ndo sao téxicas. Existem desconfortos e riscos minimos para o
participante do estudo, entretanto, podera causar: a possivel manifestagdo de uma alergia a um
determinado produto cosmeético ou o possivel aparecimento de uma irritagdo no local de aplicagdo, na forma
de vermelhiddo da pele ou coceira. Se isto ocorrer, a aplicacdo do produto sera suspensa, sendo colocada a
sua disposicdo toda a assisténcia que se fizer necessaria. Formacédo de marcas vermelhas e/ou
escurecidas, decorrentes de queimaduras ocorridas ao longo do teste, possivelmente acompanhadas de
desconforto devido ao bronzeamento nas areas expostas a luz poderdo ocorrer, durando de alguns dias a
alguns meses (dependendo do individuo). A queimadura que ocorre & semelhante a que ocorre pela
exposicdo excessiva ao sol sem a devida protegdo. Recomenda-se a ndo exposicdo ao sol até o
desaparecimento das marcas.

BENEFICIOS
Comprovacdo ou ndo da eficacia do produto, na determina¢édo do valor de seu FPS, garantindo a
comunidade um produto eficaz para uso.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo clinico, unicéntrico, cujo objetivo & Determinar o Fator de Protecdo Solar (FPS) do
produto investigacional, Formulagdo Fotoprotetora, através do Protocolo baseado na norma 1SO 24444:2019

- Cosmetics — Sun protection test methods — In vivo determination of the
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sun protection factor (SPF). Estima-se a inclusdo de 10 participantes, com idade entre 18 e 65 anos, de
ambos os sexos, com fototipo de | a lll (segundo classificacdo de Fitzpatrick), e ITA®>28° (dngulo tipolégico
individual) determinado por método colorimétrico.

O recrutamento dos participantes ocorrera por profissionais contratados pela Instituicdo, dos quais irdo
selecionar os potenciais participantes das pesquisas, onde estes deverao residir, trabalhar ou estudar
proximo do local onde a pesquisa sera realizada. Os participantes que forem elegiveis para os estudo serdo
crientados a ndo sua alterar dieta, habitos cosméticos e de higiene, rotina de exercicios , método
contraceptivo, e a ndo utilizar produto da mesma categoria do produto testado ha regido experimental. O
periodo total do estudo & de 2 dias. Uma regido das costas do participante sera exposta a a uma série de
doses controladas de radiagdo UVB, geradas através de uma fonte de radiacdo UV que simula o espectro
do sol. Sera observado a quantidade de energia do sol necessaria para produzir a menos perceptivel e
indubitavel vermelhiddo. A queimadura que pode ocorrer € semelhante a que ocorre pela exposicao
excessiva ao sol sem a devida protegdo. Apds a aplicagéo, os participantes aguardardo 15 minutos para a
secagem. Apos este periodo o local serd submetido novamente a radiagdo UV através do simulador solar.
Apés 16-24h, o participante ira retornar para uma avaliagdo final do local, onde sera realizado um exame
dermatolégico para a determinagao do FPS.

O produto a ser usado nesta pesquisa (Formulagao Fotoprotetora) esta identificada conforme descrito
férmula abaixo:

Formulagdo Fotoprotetora

Matérias-primas e Quantidade(%):

Aqua100; Disodium EDTA 0,10; Sodium Hydroxide (solugdo aquosa 10%) 0,16; Acrylic Acid/VP
Crosspolymer 0,6; Polyglyceryl-2 Stearate (and) Glyceryl Stearate (and) Stearyl Alcohol 2,0; Butyl
Methoxydibenzoylmethane 2,00; Octocrylene 4,00; Ethylhexyl Salicylate 2,50; Tridecyl Neopentanoate 0,60;
Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine 2,00; Homosalate 9,00; Laureth-23 (and) Glyceryl Stearate
0,50; Dimethicone 0,60; Tricontanyl PVP 0,60; Sodium Hydroxide (solugdo aquosa a 10% ) 1,10; Olus 4000
0,60; Agave sisalana extract 1,0.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendagdes:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes”.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o foram observados 6bices éticos nos documentos do estudo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

» O participante da pesquisa devera receber uma via (e nao cépia) do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) assinada por ele (ou seu representante legal) e pelo pesquisador, e rubricada em todas
as paginas por ambos;

* Segundo a Resolugdo CNS N° 251 de 1997, no item 111.2.i, “O pesquisador responsavel devera: (...) Dar
acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do paciente ou ao préprio paciente sempre
que solicitado e ou indicado”. Salvo melhor juizo, o pesquisador ndo deve limitar o acesso dos participantes
de pesquisa aos resultados dos seus exames que forem realizados durante o estudo.

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme descrita no protocolo aprovado;

» O CEP devera ser informado de todos os eventos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas e adequadas frente a qualquer evento
adverso ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro, nos casos aplicaveis) e enviar notificagdo ao CEP
junto com seu posicionamento;

+ Se o pesquisador considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser
realizada apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP. O pesquisador deve aguardar o parecer do
CEP quanto a descontinuagédo, exceto quando perceber risco ou dano ao participante ou quando constatar a
superioridade de uma estratégia diagnoéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto &,
somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os participantes.

* Emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e sua justificativa. Ressaltamos que devera ser aguardada a aprovagdo do CEP
(e CONEP, se for o caso) para continuidade da pesquisa;

» O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;

* Relatérios parciais devem ser apresentados ao CEP a cada 6 meses apés a emissdo do parecer de
aprovacgao assim como relatério final ao término do estudo.

* No caso de estudos com medicamentos, medicamentos biolégicos, dispositivos médicos ou odontologicos,
produtos de terapia celular, atentar para nao iniciar o estudo sem as aprovacdes da ANVISA e demais
autoridades aplicaveis. E importante a compreens&o do pesquisador de que a aprovagdo de um projeto pelo

sistema Cep/Conep é apenas um dos requisitos necessarios para a
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realizagdo de um estudo envolvendo seres humanos;

» O pesquisador deve atentar para todas as resolugdes, cartas circulares, hormas operacionais e demais
crientagbes emanadas pela Conep, além dos requisitos emanados nos regimentos internos dos Ceps;

+ Em cumprimento as normativas locais, o CEP/Invitare mantem um programa de educacéo continuada para
pesquisadores, participantes de pesquisa ou potenciais participantes de pesquisa bem como a sociedade
em geral. Para saber mais sobre esse programa, acesso o site www.invitare.com.br e verifique a ala CEP;
« O CEP/Invitare possui seu registro valido até julho de 2023, momento em que um novo registro sera
solicitado;

+ Caso o pesquisador responsavel ou demais pesquisadores tenham qualquer duvida, entrar em contato
pelo telefone 11-5581.2429 das 10h as 19h .

Lembramos entretanto que, segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador

apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Atengdo: atentar para o novo fluxo de tramitagdo de evento adverso grave estabelecido através da Carta
Circular n® 13/2020-CONEP/SECNS/MS de 02 de junho de 2020.
(apresentar relatério consolidado dos eventos adversos junto com o relatério parcial do estudo)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/09/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 2010872 pdf 15:43:27
TCLE/ Termos de | TCLE_FPS.pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
Assentimento / 15:42:14 |ESCUDEIRO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |PROJETO_FPS.pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
Brochura 15:41:46 |ESCUDEIRO
Investigador
Qutros IPclin_ParecerTecnico_Cientifico_Invitar| 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

e_Projeto.pdf 15:40:11 ESCUDEIRO
Outros DECLARACAO_INSTITUICAO_RESPO| 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
NSABILIDADE.pdf 15:39:07 |ESCUDEIRO
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Orgamento ORCAMENTO.pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
15:37:58 | ESCUDEIRO

Declaragdo do DECLARACAO_PATROCINADOR_FPS| 08/09/2022 |CASSIANO CARLOS| Aceito

Patrocinador .pdf 15:37:21 ESCUDEIRO

Declaragdo de DECLARACAO_PESQUISADOR . pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito

Pesquisadores 15:36:35 | ESCUDEIRO

Declaragdo de DECLARACAO_INSTITUICAO_INFRAE| 08/09/2022 |CASSIANO CARLOS| Aceito

Instituicéo e STRUTURA_HRIPT .pdf 15:36:07 |ESCUDEIRO

Infraestrutura

Cronograma CRONOGRAMA.pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
15:35:54 |ESCUDEIRO

Folha de Rosto folhaDeRosto_FPS.pdf 08/09/2022 | CASSIANO CARLOS| Aceito
15:35:34 |ESCUDEIRO

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao
SAO PAULO, 28 de Setembro de 2022
Assinado por:
MIRIAN APARECIDA GHIRALDINI FRANCO
(Coordenador(a))
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