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RESUMO

CANDIDO, T.M. Seguranca e eficacia antioxidante pré-clinica e clinica de
etossomas contendo rutina de orientacdo de uso cosmético. 2016. 80f.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Os cuidados com a pele abrangem gama de ac¢fes: cuidados com a exposicao
solar, alimentacdo balanceada, nédo tabagismo e alcoolismo e aplicacdo de
produtos cosmeéticos, dentre outras. Sabe-se que subtancias antioxidantes,
enddgenas e exdgenas, auxiliam na manutencdo do aspecto saudavel e jovial
da pele. A rutina, flavonoide pertencente a classe dos flavondis, apresenta
intensa atividade antioxidante, sendo empregada na inddstria alimenticia, na
prevencao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e na prevencao aos
danos causados pela radiacao ultravioleta, por exemplo. Porém, a rutina possui
taxa reduzida de permeacdo cutanea. O presente trabalho destinou-se a
incorporar a rutina em etossomas, avaliando a seguranca in vitro e in vivo, e a
eficacia in vitro e ex vivo. As vesiculas foram analisadas quanto ao tamanho de
particula, potencial zeta, taxa de encapsulacéo da rutina, atividade antirradicalar
e potencial de irritacdo in vitro. As formulacdes foram avaliadas quanto ao valor
de pH, caracteristicas organolépticas, atividade antioxidante in vitro e ex vivo e
permeacao cutanea ex vivo. Os etossomas, com e sem rutina, foram obtidos por
meio técnica de dispersdo mecanica seguida de nova hidratacdo de filme, com
particulas em dimensdo nanométrica (369,5 e 247,0 nm, respectivamente). O
potencial zeta para os etossomas sem rutina correspondeu a -39,3, enquanto
gue para aqueles com rutina foi -19,6. A rutina associada ao sistema etossomal
foi igual a 80,1%. A rutina nas vesiculas etossomais foi capaz de manter o
potencial antirradicalar do flavonoide, verificado em ensaio in vitro. Os
etossomas com rutina demonstraram-se seguros por meio dos ensaios in vitro e
in vivo, sendo aplicados em ensaio posterior de permeacédo cutanea ex vivo, em
voluntarios. Foi observada taxa de permeacéo cutanea superior da rutina em
etossomas em comparagao com a rutina livre, assim, etossomas contendo rutina
tornam-se um possivel ingrediente ativo para adicdo em dermocosmeéticos
destinados para uso contra o envelhecimento precoce.

Palavras-chave: etossomas, rutina, atividade antioxidante, permeacéao cutanea.
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ABSTRACT

CANDIDO, T.M. Preclinical and clinical safety and antioxidant efficacy of
rutin-loaded ethosomes of cosmetic use guidance. 2016. 80f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2016.

Skin care covers a range of actions: limited sun exposure, a balanced diet, non
smoking and non-alcoholism, and application of cosmetics. It is known that
antioxidants, both endogenous and exogenous substances, assist in maintaining
a healthy and youthful appearance of the skin. Rutin, a flavonoid belonging to the
class of flavonols, has intense antioxidant activity and it is used in the food
industry, in the prevention or treatment of venous or lymphatic insufficiency, and
to prevent the damage caused by UV radiation. However, rutin has low skin
permeation rate. This study was designed to incorporate rutin in ethosomes,
evaluating their safety in vitro and in vivo, and efficacy in vitro and ex vivo, in
order to assess the improvement of the skin permeation of the flavonoid. The
ethosomes with and without rutin were obtained by a mechanical dispersion
technique followed by a new lipid film hydration. The ethosomes were analyzed
for particle size, zeta potential, encapsulation rate of rutin, antiradical activity and
in vitro irritation potential. The formulations were evaluated for pH, organoleptic
characteristics, antioxidant activity in vitro and ex vivo and ex vivo skin
permeation. The association of rutin with ethosomal vesicles was able to mantain
the antiradical potential of flavonoid. The ethosomes with rutin have shown to be
safe through in vitro and in vivo safety assays, being applied in subsequent ex
vivo tests to evaluate the skin permeation of rutin in human volunteers. A higher
skin permeation rate was observed for rutin in ethosomes compared to the free
rutin, thus rutin loaded ethosomes have potential as a compound in
dermocosmetic formulations for premature aging.

Keywords: ethosomes, rutin, antioxidant activity, skin permeation.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento € um processo natural que acomete o0 organismo como
um todo, sendo mais perceptivel visualmente na pele. Este processo pode ser
acelerado por diversos fatores, como o tabagismo, alcoolismo, exposicado a
radiacdo ultravioleta (UV) e poluicdo. Tais fatores desencadeiam a formacao de
radicais livres no tecido cutaneo, 0s quais sdo 0s principais responsaveis pelo
envelhecimento acelerado e/ou precoce da tez, resultando no aparecimento de
rugas, aspereza, manchas e flacidez.

O aumento da expectativa de vida de homens e mulheres orienta a busca
por uma melhor qualidade de vida, por meio da pratica de atividade fisica,
alimentacdo balanceada e cuidados preventivos e estéticos, como uso de
dermocosmeéticos e fotoprotetores.

Os cosméticos anti-idade podem associar em sua composi¢cdo moléculas
antioxidantes, visando retardar os efeitos cutaneos dos radicais livres. Por sua
vez, os fotoprotetores devem incluir filtros quimicos e/ou fisicos em sua
constituicdo. A associacdo destas duas classes de moléculas (antioxidantes e
fotoprotetoras) torna o produto cosmético mais atrativo e eficaz na manutencao
da saude da pele.

E importante destacar que existem diversos componentes encontrados
em numerosas espécies vegetais, como os flavonoides, que apresentam o0s
potenciais tanto antioxidante quanto fotoprotetor.

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) é um flavonoide pertencente a classe
dos flavondis e, como tal, apresenta em sua estrutura molecular regides
passiveis de doacdo de elétrons, neutralizando radicais livres; e regides de
ressonancia, absorvendo a radiacéo na faixa do UV.

A permeacdo cutanea de principios ativos presentes nas formulactes
cosméticas propicia melhor desempenho quanto & atividade antioxidante. E
sabido que a rutina, apresenta baixa taxa de permeacao cutanea, sendo assim,
indispensavel veicula-la de forma aprimorada, visando o melhor aproveitamento
de sua capacidade antioxidante nas camadas mais profundas da epiderme. A
alternativa proposta para a resolugdo deste impasse foi a associacdo do

flavonoide rutina a vesiculas etossomais.



Os etossomas séo vesiculas lipidicas reconhecidas por sua seguranca,
biodegradabilidade, maleabilidade e promocdo de permeacdo melhorada,
quando comparada aos lipossomas classicos.

A concepcéao da presente pesquisa fundamentou-se no desenvolvimento
e a avaliacao funcional e de permeacdo de etossomas contendo rutina. Com
base nestes resultados, foi possivel averiguar in vitro, in vivo e ex vivo, por meio
de métodos recomendados, a seguranca e eficicia das formulagbes quanto aos

parametros de fotoprotecéo e atividade antioxidante.



Revisao- de literatura



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Vesiculas lipossomais

Os lipossomas classicos foram os pioneiros quanto ao desenvolvimento
de vesiculas lipossomais em escala nanométrica. Apresentam-se como
vesiculas compostas por moléculas lipidicas (como os fosfolipideos), produzidas
usualmente, por meio do método da hidratacdo de filme lipidico (BARRY, 2001;
GODIN & TOUITOU, 2003). Basicamente, lipossomas sao resultantes da
organizagdo, em camadas, de moléculas de fosfolipidios em um ambiente
aguoso. Os fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas que apresentam um grupo
apolar (didaticamente descrito como cauda) e um grupo polar (didaticamente
descrito como cabeca). As moléculas anfifilicas dos fosfolipidios organizam-se
em vesiculas fechadas protegendo os grupos hidrofébicos, enquanto mantém
contato com a fase aquosa por meio dos grupos hidrofilicos. As vesiculas
lipossomais podem encapsular moléculas soluveis no meio aquoso no interior do
compartimento ou armazenar moléculas hidrofébicas na membrana de dupla
camada (VENKATESWARLU et al., 2011)

Mezei e colaboradores, 1980, foram vanguardistas no uso de lipossomas
para a aplicacdo topica de farmacos. Diversos estudos subsequentes
demostraram que os lipossomas propiciam o depdsito de varias moléculas no
estrato superior da pele. Assim, lipossomas classicos, também denominados
como rigidos, ficam retidos no estrato cérneo resultando na formacdo de um
reservatorio de farmaco nas camadas superiores da pele, ndo propiciando
absorcao percutanea ou a permeacdo. Devido a este impasse, alteracdes foram
propostas e novos sistemas foram desenvolvidos, como por exemplo, 0s
etossomas, transfersomas® e niossomas (BARRY, 2001; CEVC, 2004; GODIN
& TOUITOU, 2003; RAKESH & ANOOP, 2012).

2.1.1. Transfersomas®

Os transfersomas (Transfersomes®) também foram desenvolvidos com o
objetivo de melhorar a permeacéo dos lipossomas. Correspondem a uma classe
de vesiculas lipidicas elasticas, primeiramente desenvolvidas e patenteadas por

Cevc e Blume, em 1992.



Os transfersomas séo vesiculas constituidas, usualmente, por fosfolipideo
e tensoativo. O tensoativo atua como ‘ativador de borda’ (edge activator), que
instabiliza as bicamadas lipidicas, propiciando o aumento da deformabilidade da
vesicula, assim como o etanol nos etossomas (BARRY, 2001; CEVC, 2004).

Segundo a literatura, diferentes tensoativos podem ser empregados,
como por exemplo os tensoativos da classe Span® (ésteres de sorbitano) e os
da classe Tween® (ésteres do polioxietileno sorbitano ou polissorbatos).
Conforme o tensoativo escolhido, havera alteracbes nas propriedades fisico-
quimicas das vesiculas, tais como: tamanho de particula, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulamento (ELSAYED et al., 2007).

2.1.2. Niossomas

Os niossomas, assim como os lipossomas, etossomas e transfersomas®,
podem apresentar-se como vesiculas uni ou multilamelares. Sao obtidos por
meio da hidratacdo de agentes tensoativos e quantidades apropriadas de
colesterol. Sdo vesiculas adequadas como transportadores de farmacos, tanto
hidrofilicos e lipofilicos, sendo eficazes na entrega de principios ativos no sitio
de acdo desejado (BARRY, 2001; ELSAYED et al., 2007; MARIANECCI et al.
2014).

Ademais, as vesiculas niossomais sdo geralmente ndo toxicas, requerem
menor custo de producao (devido ao emprego de tensoativos n&do idnicos) e séo
estaveis por um longo periodo de tempo em diferentes condi¢cdes. A maior
estabilidade dos niossomas o0s torna mais atrativos em comparacdo aos
lipossomas classicos, que apresentam baixa estabilidade fisico-quimica.
(MARIANECCI et al., 2014).

2.1.3. Etossomas

Os etossomas sao principalmente compostos por fosfolipidios, etanol e
adgua. Pensava-se que altas concentragfes de etanol em sistemas vesiculares
lipidicos fossem destrutivas devido ao efeito de interdigitacdo, assim, se etanol
fosse empregado em alguma etapa da obtencdo de lipossomas, este era
removido ao final. A formacao de fases interdigitadas ocorre quando as cadeias



acilo de um folheto da bicamada lipidica interpenetram no outro folheto,
resultando no desaparecimento do plano médio da bicamada, conforme ilustrado
na Figura 1.

Figura 1: Inducao de interdigitacdo de uma bicamada lipidica pelo etanol.
Adaptado de Vierl et al., 1994.

Os estudos de Godin e Touitou, 2003, demonstraram que a coexisténcia
de fosfolipidios e etanol em altas concentragdes foi vidvel e propiciou a formacgao
de um sistema carreador aprimorado devido ao efeito fluidificador do etanol nas

vesiculas lipidicas.

Sado quatro os métodos descritos para a preparacdo de etossomas. O
meétodo a quente e o a frio sdo 0s mais convencionais visto a sua simplicidade e
conveniéncia, ja que ndo envolvem o emprego de instrumentos sofisticados ou

processos complexos. A seguir, serdo descritos os métodos envolvidos em cada:

v' Método a quente: o fosfolipidio é disperso em agua por aquecimento e
agitacdo em banho maria a 40°C até a obtencédo de uma solucéo coloidal.
Em um recipiente separado, etanol e propilenoglicol sdo misturados e
aguecidos a 40°C. Uma vez que ambas as misturas atinjam a mesma
temperatura, a fase organica é adicionada a fase aquosa. A droga é
dissolvida em &gua ou etanol, dependendo de suas propriedades
hidrofilicas/hidrofébicas. Por fim, a suspensdo pode ser submetida a
sonicacdo ou método de extrusdo para diminuicdo do tamanho das
vesiculas (TOUITOU, 1998).

v' Método a frio: o fosfolipidio e a molécula a ser incorporada sédo dissolvidos
por agitacao vigorosa em etanol em um recipiente coberto a temperatura
ambiente. Propilenoglicol, ou outro poliol, € adicionado durante a
agitacdo. Esta mistura € aquecida a 30°C em banho maria.

Paralelamente, agua é aguecida também a 30°C e adicionada a mistura,



seguida de agitac&o por cinco minutos no recipiente fechado. O processo
de sonicacdo ou método de extrusdo também podem ser utilizados. Por
fim, deve-se armazenar a suspenséo etossomal obtida sob refrigeracéo
(DONGARE et al., 2012)

v" Método classico de dispersdo mecanica: a fosfatidilcolina é dissolvida em
solvente organico (como por exemplo, cloroférmio) em frasco de fundo
redondo, juntamente com a substancia ativa de interesse. O solvente é
removido com evaporador rotativo a vacuo acima da temperatura de
transicao de lipideo até a formacao de uma pelicula lipidica fina na parede
do frasco. A hidratacdo da pelicula formada pode ser realizada com
diferentes concentracdes de solucdo etandlica, seguida de agitacdo
mecanica e sonicagdo (DONGARE et al., 2012; PARK et al., 2014). Este
foi o método de escolha para o presente trabalho.

v' Método classico: o fosfolipidio e a substancia séo dissolvidas em etanol e
aquecidas a 30°C em banho de maria. Agua bidestilada é adicionada, sob
agitacdo constante de 700 rpm, em recipiente fechado. A suspenséao
obtida € homogeneizada por passagem através de uma membrana de

policarbonato utilizando extrusor por trés ciclos (DONGARE et al., 2012).

Todos os métodos descritos sdo eficientes para o0 proposito, desta
maneira, cabe ao pesquisador escolher o que for mais conveniente de acordo

com os recursos disponiveis para tal.

O efeito de fluidificacdo de etanol nas bicamadas de fosfolipidios contribui
para a criacdo de vesiculas com estrutura maleavel. Estudos de ressonancia
magnética nuclear indicaram que em formulacdes onde o etanol possui
concentracdes de até 45%, a fosfatidilcolina aparece organizada em bicamadas
na forma de vesiculas fechadas (GODIN & TOUITOU, 2003; TOUITOU et al.,
1999).

Assim, 0s etossomas apresentam-se como vesiculas maleaveis que
possibilitam o alcance de moléculas (drogas, farmacos ou agentes ativos) a
camadas mais profundas da pele ou a circulacao sistémica (SHEN et al. 2014;
TOUITOU et al. 1999; RAKESH & ANOOP 2012; PARK et al. 2014). A Figura 2

representa a estrutura de um etossoma.



Figura 2: Representacao estrutural do etossoma (Adaptado de ASCENSO et
al., 2015)
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Devido a sua estrutura, sdo capazes de encapsular e carrear moléculas
altamente lipofilicas, como canabindides, assim como moléculas catidnicas,
como propranolol. A aplicacado da microscopia de transmissao eletronica mostrou
que os etossomas podem ser uni ou multilamelares, conforme pode ser
observado na Figura 3 (ELSAYED et al., 2007; GODIN & TOUITOU, 2003;
TOUITOU et al., 1999).

Figura 3: Visualizacdo das vesiculas etossomais por microscopia eletrdnica de

transmissao: (A) vesiculas multilamelares sem farmaco; (B) vesiculas
unilamelares contendo eritromicina. Escala: 100nm (GODIN & TOUITOU, 2003)

A distribuicdo de tamanho dos etossomas pode variar de dezenas de
nandmetros a micrometros, sendo que esta variacao se relaciona a composicao
do sistema etossomal. Estudos demonstram que o aumento da concentracao de
etanol em sistemas etossomais contendo 2% (p/p) de fosfatidilcolina, ocasionam
uma gradual reducdo de tamanho de 193 para 103 nm, por exemplo. Tal



constatacao pode ser atribuida ao efeito de interdigitacdo do etanol que ocasiona
diminuicdo da espessura da bicamada lipidica, devido a inclinacdo dos
fosfolipidios da camada (Figura 1). Entretanto, um acréscimo na concentracao
de fosfatidilcolina de 0,5 a 4% em formulacfes contendo 30% de etanol resultam
no dobro do tamanho de vesicula (de 118 a 249 nm), que pode ser atribuido a
formacéo de vesiculas multilamelares. As moléculas carreadas pelos etossomas
também exercem influéncia neste pardmetro, assim como o método de
preparacao e a etapa de sonicacédo (GODIN & TOUITOU, 2003; VIERL, 1994).

O mecanismo proposto para a melhora da permeagao cutanea consiste
na acao dubia do etanol na fluidificacdo das bicamadas lipidicas dos etossomas
e dos lipideos presentes no estrato corneo, como pode-se observar na Figura 4.
Dois efeitos podem ser observados: o etanol aumenta a fluidez dos lipideos de
membrana e diminui a densidade das suas multiplas camadas de lipideo celular;
e 0s etossomas aumentam a fluidez dos lipidios da membrana celular causada
pelo etanol de sua composicao, resultando no aumento da permeabilidade, de
modo que 0s etossomas consigam permear em camadas profundas da pele,
onde é capaz de fundir-se com lipideos da pele, liberando as moléculas de
interesse (RAKESH & ANOOP, 2012; VERMA & FAHR, 2004).
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Figura 4: Mecanismo proposto de permeag¢ao cutanea promovida por sistemas
etossomais (Adaptado de RAKESH e ANOOP, 2012)
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2.1.4. Vesiculas etossomais em aplicacdes topicas

A pele pode ser utilizada como via de entrada, seja o interesse na entrega
dérmica ou transdérmica de moléculas ou farmacos para tratamento sistémico
ou localizado. Devido as propriedades de barreira da camada exterior da pele,
em muitos casos, € necessaria a incorporacao de promotores de permeacgao as
formulacdes, ou a utilizacdo de sistemas nanométricos lipofilicos (ELSAYED et
al., 2007; NAIK et al., 2000; TOUITOU et al., 2000).

Conforme elucidado nos topicos anteriores, sistemas lipossomais
classicos sdo eficazes na formacédo de reservatorio de farmaco nas camadas
superiores da pele, para o tratamento local da pele. Ja os etossomas,
apresentam-se eficientes em estimular a administracéo transdérmica e dérmica
de moléculas hidrofilicas e lipofilicas (TOUITOU et al., 2000).

Godin e colaboradores, 1999, estudaram a entrega de minoxidil (farmaco

utiizado em casos de queda de cabelo, aplicado topicamente no couro
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cabeludo). Para tal, o farmaco foi incorporado a etossomas e lipossomas e as
formulagcbes obtidas foram aplicadas no dorso de ratos sem pelos. Foi
constatado que os etossomas apresentaram maior capacidade de entrega, para
as unidades pilossebaceas, em comparacdo com os lipossomas classicos
(TOUITOU et al. 2000).

Esposito e equipe, 2004, incorporaram &cido azelaico (farmaco utilizado
no tratamento da acne vulgar e rosacea papulopustulosa) a etossomas e a
lipossomas. Em ensaio de permeacéo em células de Franz, utilizando membrana
sintética como modelo de membrana, foi constatado que a taxa de liberagao foi
mais rapida nos sistemas etossomais e que 0s etossomas produzidos com maior
concentragdo de etanol liberaram o &cido azelaico ainda mais rapidamente
(ESPOSITO et al., 2004; ELSAYED et al., 2007).

Além disso, estudos clinicos realizados por Horwits e colaboradores,
1999, com o aciclovir, mostraram que as formulagbes com etossomas foram
superiores para a terapéutica topica no tratamento de herpes labial recorrente,
em comparacdo com medicamento disponivel no mercado. Os parametros
avaliados incluiram o tempo para formacdo de crosta, tempo para perda da
crosta e proporcao de lesdes (ELSAYED et al., 2007).

Os sistemas etossomais também sao eficientes na entrega transdérmica
de farmacos. Touitou e colaboradores, 1999, estudando a permeagéo in vitro e
absorcéo in vivo de testosterona em pele de coelho, constataram que emplastros
contendo o hormonio em etossomas foram mais eficazes no fornecimento de
testosterona, aumentando em até trinta vezes a sua permeac¢ao cutanea (ensaio
in vitro). A concentracdo sérica do hormonio encontrada foi maior em cobaias

gue receberam os emplastros contendo etossomas contendo testosterona.

2.2. Pele

A pele diversifica-se quanto a regido do corpo que reveste, quanto ao tipo
de anexo cutaneo, espessura e revestimento. Areas onde ha maior atrito, como
a regido palmo-plantar, por exemplo, exibe camada queratinica mais espessa e
auséncia de pelos (pele glabra), enquanto que, nas demais superficies do corpo
ha a predominancia da pele pilificada (com pelos e pregas caracteristicas).
Organiza-se em dois tipos de tecidos: epitelial (epiderme) e conjuntivo (derme e
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hipoderme). A epiderme apresenta orificios provenientes dos anexos cutaneos
em sua superficie, € permeosseletiva, avascular, e, portanto, nutrida por
capilaridade oriunda da microcirculagio da derme. E constituida, quase em sua
totalidade, por queratindcitos (células epiteliais estratificadas), os quais
diferenciam-se conforme se afastam da camada basal até a superficie da pele,
passando a denominar-se cornedcitos no estrato cérneo. O processo de
diferenciacdo, pelo qual os queratindcitos sdo submetidos, inclui a perda de
organelas e nucleo e queratinizacdo. Os queratindcitos e 0s cornedcitos sédo
fortemente interligados uns aos outros por meio de juncdes desmossémicas,
propiciando resisténcia ao sistema epitelial. Ao contrario da epiderme, a derme
é extremamente vascularizada (vasos linfaticos e sanguineos). Integra-se por
fiboras interconectadas de colageno, elastina e substancia intersticial
(glicoproteinas e glicosaminoglicanas), além de diversos tipos celulares, como
os fibroblastos, abrigando também os anexos cutaneos (glandulas e pelos)
(RAWLINGS & HARDING, 2004; NOTMAN & ANWAR, 2013).

Devido a sua constituicdo biolégica, brevemente elucidada anteriormente,
a barreira natural da pele dificulta a absorcéo e/ou permeacéo de substancias ou
principios ativos por via topica, logo ha o interesse em desenvolver novas
técnicas que possibilitem tais eventos e que promovam o aumento da eficacia
de produtos para a aplicacdo na pele (NAIK et al.,, 2000; BARRY, 2001,
ELSAYED et al., 2006).

2.3. Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo atomos, ions ou moléculas que possuem elétrons
desemparelhados centrados em atomos de oxigénio, nitrogénio ou enxofre: ERO
(espécies reativas de oxigénio), ERN (espécies reativas de nitrogénio) e ERS
(espécies reativas de enxofre) (BARREIROS et al., 2006; HAN et al., 2012;
LIANG et al., 2012).

S&o gerados naturalmente nos processos de producdo de energia,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacéo intercelular e fagocitose, dentre
outros, ou em disfuncbes biologicas, provenientes da alimentacdo ou por

exposicdo a radiagcbes. Em processos metabdlicos, reacdes de oxidacdo
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envolvendo elétrons transferem energia, otimizando a vida aerdbica, mas,
concomitantemente, produz radicais livres (HAN et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio podem ser divididas em radicalares e
nao-radicalares. A espécies radicalares compreendem: superoxido (0O2*),
peroxila (ROQ?®), alcoxila (RO®) e hidroxila (OH®). Os néo-radicalares séao:
oxigénio, acido hipocloroso e peroxido de hidrogénio. O éxido nitrico (NO-), o
oxido nitroso (N203), o acido nitroso (HNO2), os peroxinitritos (ONOO™), os
nitritos (NOz27) e os nitratos (NO3~) sdo representantes das espécies reativas de
nitrogénio. O radical superéxido, por exemplo, é gerado, por reacdes enzimaticas
envolvendo a enzima NADPH-oxidase e xantina-oxidase, além de ser um
produto secundario da reacao da cadeia respiratéria nas mitocéndrias; ja o 6xido
nitrico é gerado pela enzima 6xido nitrico sintase (HAN et al., 2012; LIANG et al.,
2012; MASAKI, 2010).

Dentre as espécies reativas citadas, o radical hidroxila € o mais deletério
ao organismo visto que possui meia-vida curta, dificultando seu sequestro in vivo.
Pode ser formado no organismo, principalmente, por dois mecanismos: reacao
de peroxido de hidrogénio com metais de transicdo e homolise da agua por
exposicdo a radiacdo ionizante. A incidéncia de radiacao ultravioleta, assim
como radiacdo gama e raios X podem propiciar a formacao do radical hidroxila
na epiderme (Equacéo 1). O estresse oxidativo neste 6rgdo pode ocasionar o
desenvolvimento de mutacfBes genéticas e cancer. Ainda na pele, os radicais
livres podem atuar nos melandcitos de forma paradoxal: propiciando a
despigmentacdo, mas, também, aumentando a pigmentacdo (melanogénese)
(SANDER et al., 2004; MASAKI, 2010; HAN et al., 2012).

HO =™ HO-+H-

Equacéo 1: homolise da dgua por exposicéo a luz UV

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a formacéao
dos radicais livres e a presenca de moléculas antioxidantes no organismo (HAN
et al., 2012). Os efeitos deletérios dos radicais livres podem ser exemplificados

pela peroxidagéo de lipidios de membrana, danos as proteinas membranares e
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tecidos, DNA, enzimas e carboidratos. Tais efeitos relacionam-se ao
envelhecimento, doencgas degenerativas do sistema cardiovascular, disfuncao
cognitiva, cataratas e cancer (BARREIROS et al., 2006; SANDER et al., 2004;
SILVA & FERRARI 2011).

A aplicacao topica de produtos com acgao antioxidante e/ou a ingestéo de
antioxidantes por meio da alimentacdo ou suplementacdo sao ferramentas
interessantes na tentativa de retardar alguns dos efeitos maléficos dos radicais
livres (KOHEN, 1999; MASAKI, 2010).

Um bom antioxidante deve realizar uma ou mais das seguintes ac¢oes: (i)
deplecdo de oxigénio; (ii) extingdo de oxigénio singleto; (iii) quelacdo de ions
metélicos que de outra forma poderiam catalisar reacées de formacédo de
espécies reativas de oxigénio; (iv) eliminacdo de espécies reativas de oxigénio
ou rescisao de reacdo em cadeia de propagacao de oxidacao; (v) reparacdo de
danos oxidativos (HAN et al., 2012).

Como exemplos de antioxidantes sdo citados as vitaminas A, C e E, os
carotenoides e os flavonoides, encontrados especialmente em frutas e hortalicas
(MANELA-AZULAY & BAGATIN, 2009; PIETTA, 2000).

2.3.1. Tape Stripping

Diversos métodos sdo descritos para avaliar a eficacia de formulacdes
cosmeéticas, tanto em relacdo ao seu potencial antioxidante quanto a sua
capacidade de promover a permeacdo de substancias ativas de interesse.
Dentre os métodos existentes, destaca-se o tape stripping. Este consiste na
aplicacéo topica das formula¢cdes em voluntarios seguida de sucessiva remogao
das camadas de células do estrato cérneo, a partir da mesma area de pele
utilizando fitas adesivas (ALONSO et al., 2009; LADEMANN et al., 2009;
MUDUMBA et al., 1998). O método de aplicacdo das formulacdes, a pressao
exercida pelo avaliador no momento em aplicar as fitas na pele do voluntario e a
rapidez com que se remove as fitas sdo algumas das variaveis extrinsecas que
podem influenciar no resultado da analise. As caracteristicas individuais da pele
dos voluntarios, como a disposi¢cdo dos cornedcitos (maior ou menor coesao
entre eles) e o grau de hidratacdo cutaneo apresentam-se como variaveis
intrinsecas (LADEMANN et al., 2009).
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As fitas contendo a quantidade de cornedcitos e aquela correspondente
de formulagédo que permeou as diferentes porgdes do estrato corneo removido
podem ser submetidas & processos analiticos de quantificacdo, e andlises de
atividade antioxidante e de peroxidacao lipidica (ensaios com DPPHe, TBARS,
por exemplo) para averiguar eficacia e qualidade das formulacdes cosméticas
testadas. Acredita-se que a remocao de 20 fitas adesivas € o suficiente para
remover até 90% do estrato corneo, sendo que as primeiras fitas removem quase
a totalidade desta camada (ALONSO et al., 2009; LADEMANN et al., 2009).

2.4. Flavonoides

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

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos e constituem substancias
aromaticas com 15 atomos de carbono. Apresentam esqueleto de difenilpropano
(CeC3Cs) com dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano (ALVES et al,
2007; HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

Ha variedade enorme de flavonoides descobertos e estudados em
extratos vegetais. Essa variedade se deve ao fato de que a estrutura basica dos
flavonoides pode sofrer modificacdes quimicas, como: hidroxilacdo, metilacdo e
glicosilacao, entre outras. Os flavonoides sao subdivididos em classes de acordo
com a estrutura quimica. Os flavonoides possuem atividade antioxidante,
antimicrobiana, antiviral, antineoplasica, antiulcerosa, anti-inflamatéria, inibitéria
enzimatica e antialergénica, entre outras (ALVES et al, 2007; BEHLING et al.,
2004; DORNAS et al., 2008; HARBORNE & WILLIAMS, 2000; LOPES et al.,

2000). A Figura 5 ilustra algumas estruturas representativas dos flavonoides.
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Figura 5. Estrutura molecular dos flavonoides (Adaptado de Han e
colaboradores, 2012)
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Devido ao seu baixo potencial de reducéo (0.2 < E° < 0.8), flavonoides
sdo termodinamicamente capazes de reduzir grande parte dos radicais livres de
relevancia para os sistemas biolégicos, tais como superoxido, peroxila, alcoxila
e radicais hidroxila (HAN et al., 2012).

Ensaios de avaliagdo do potencial antioxidante dos flavonoides,
classificam-nos em sua maioria como eliminadores de radicais livres pela
transferéncia de elétrons ou pela transferéncia do hidrogénio atdmico. De forma
geral, ha duas possibilidades de que antioxidantes fenélicos reajam com radicais
livres (Figura 6): (i) transferéncia do &tomo de hidrogénio em uma etapa
(Equacédo 1), ou (ii) transferéncia de elétron seguida de transferéncia de préton
(Equacédo 2). Em meio alcalino, os fenois encontram-se desprotonados e apenas

0 mecanismo de transferéncia de elétrons € possivel (Equacgéao 3).



17

Figura 6: Esquematizacdo das reac¢des entre compostos fendlicos e radicais
livres (Adaptado de Han et al., 2012).
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Devido a absor¢éo na regido do UV de metabdlitos secundarios de plantas
em extrato naturais, como os taninos, antraquinonas, polifendis, alcaloides e
flavonoides, o0 estudo da atuacdo destes metabdlitos como agentes
fotoprotetores vem se intensificando. O espectro de absorcdo UV dos
flavonoides gera dois picos maximos de absorcédo, geralmente, sendo um deles
entre 240 e 280 nm e o outro entre 300 e 550 nm, evidenciando a possibilidade
do emprego de flavonoides como moléculas fotoprotetoras em potencial (BOBIN
et al., 1995; SOUZA et al., 2005; VIOLANTE, 2008).

2.4.1.Rutina

A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) é um flavonoide pertencente a classe
dos flavondis. Devido a sua intensa atividade antioxidante, a rutina é empregada
na industria alimenticia, na prevencao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou
linfatica e da fragilidade ou permeabilidade capilar, além de ser empregada na
prevencdo aos danos causados pela radiagdo UV (GUARDIA et al.,, 2001;
VELASCO et al., 2008; BABY et al., 2008).

A rutina (de massa molar de 610,5175 g/mol) apresenta quatro constantes
de dissociacédo, correspondentes a desprotonacao das hidroxilas nas posi¢ées:
4’-OH; 7-OH; 3’-OH, 5-OH, em ordem de ocorréncia de perda de H*, conforme
variacdo do valor de pH do meio (PIETTA, 2000). Os valores de pKa, que



18

descrevem a capacidade relativa para cada centro acido de ionizacdo da
molécula, variam de acordo com a literatura. Segundo Mielczarek, 2005, as
constantes de dissociagéo da rutina apresentam os seguintes valores: pK1=7,35
+ 0,02; pKz2 = 8,8 £ 0,10; pKs =11,04 + 0,10; pKa4 =11,9 + 0,10 (MIELCZAREK,
2005; HOWARD & WENDER, 1952).

Quanto a sua solubilidade, a rutina apresenta baixa solubilidade em agua
(0,125 g/L) e em meios lipofilicos, sendo seu log P aproximadamente 0,64. Tal
evidéncia dificulta a permeacéo do flavonoide através de membranas biologicas.
(BABY, 2007)

O potencial antioxidante da rutina € atribuido a trés regiées moleculares,
como pode ser observado na Figura 7: os dois grupamentos hidroxilas em
configuracgéo orto (sinalizados em azul) no anel B, que conferem estabilidade ao
radical formado; a dupla ligacdo C2-C3 (sinalizada em vermelho) em conjugacao
com a funcdo 4-oxo (sinalizado em verde) no anel C, responséavel pela
deslocalizacéo eletronica do anel B e a presenca de hidroxilas nas posi¢cdes 7 e
5 do anel A (LUE et al., 2010; YANG et al., 2008).

Figura 7: Estrutura molecular da rutina e sinalizacédo de regiées importantes a
atividade antioxidante (Adaptado de WILLIAMS et al., 2004)
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A avaliacdo da capacidade antioxidante da rutina é descrita em diversos
estudos. Lue e colaboradores, 2010, por exemplo, compararam a atividade
antioxidante da rutina a dois de seus ésteres (possuindo grupamentos acila nos
carbonos C12 e C16) e ao hidroxitolueno butilado (BHT). Constataram que, in
vitro, os ésteres estudados apresentaram poder redutor e habilidade quelante de
metais inferiores aos apresentados pela rutina, porém, semelhante atividade
sequestradora do radical livre DPPHe. A capacidade quelante da rutina se deve

primordialmente a presenca de grupamento catecol, conforme Figura 8.
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Figura 8: Sitios de ligagdo de metais na molécula de rutina (adaptado de
PIETTA, 2000)

Kerdudo e colaboradores, 2014, encapsularam a rutina e naringenina em
vesiculas multilamelares visando melhoras na atividade antioxidante destes
flavonoides, em comparagéo com os flavonoides livres. A pesquisa envolveu a
separacdo da rutina livre e adsorvida as vesiculas lipidicas, da rutina
encapsulada nestas, por meio de cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC).
Os pesquisadores observaram que apenas a rutina livre ou adsorvida as
vesiculas apresentou atividade antioxidante, em ensaio in vitro com DPPHe.
Observaram também que, a encapsulacdo da rutina foi capaz de proteger a
molécula, sendo que, a rutina ndo encapsulada converteu-se em quercetina
(KERDUDO et al., 2014).

Yang e colaboradores, 2008, estudaram a capacidade antioxidante da
rutina em comparacao com BHT e acido ascoérbico. O desempenho antioxidante
da rutina, em ensaio com DPPH?- in vitro, s foi inferior ao do acido ascorbico.
Constataram também que este desempenho foi concentracdo-dependente, ou
seja, quanto maior a concentracdo de rutina, melhor o desempenho antioxidante
do flavonoide. Quanto a inibicdo da peroxidacéo lipidica, averiguada por ensaio
de TBARS (substancias reativas do acido tiobarbitarico), a performance da rutina
foi superior a apresentada pelo acido ascorbico (YANG et al., 2008).

Visando avaliar ou propiciar melhor permeacdo cutanea da rutina,
Valenta, Nowack e Bernkop-Schniirch (1999), associaram a rutina a trés géis,
sendo o primeiro a base de deoxicolato de so6dio, o segundo a base de
hidroxietilcelulose e o terceiro a base de poliacrilato de sédio com o intuito de
avaliar a taxa de penetracao da rutina em pele de rato. Segundo esse estudo, o
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gel a base de deoxicolato de sodio apresentou taxa de permeacao superior aos
demais géis estudados. Segundo Baby e colaboradores (2008), a incorporacao
da rutina em um sistema emulsionado contendo propilenoglicol como promotor
de penetracdo cutanea, ndo favoreceu a penetracdo da rutina através da pele de
muda de C. durissis (modelo de biomembrana escolhido para este estudo). Zillich
e colaboradores (2013), estudaram as taxas de liberacdo e permeacdo de
diversos polifendis (rutina, quercetina, resveratrol, catequina, &cido
protocatecuico e epigalocatequina-3-galato) apresentadas em duas emulsées
com diferentes propor¢cdes de fase oleosa e aquosa (50:50 e 25:75 o/a). Para o
estudo da taxa de liberacdo dos polifendis nas emulsées, utilizou-se membrana
de celulose, enquanto que, para o estudo da taxa de permeacéo, utilizou-se pele
de porco. Zillich e colaboradores, 2013, observaram que a emulsdo com menor
conteudo lipidico (25:75 O/A) apresentou maiores taxas de liberacdo e
permeacdo, com excec¢do da quercetina, cujas taxas nao apresentaram
diferenca estatisticamente significativa de acordo com a emulsdo empregada.

A rutina apresenta duas faixas de absorcdo na faixa do espectro
ultravioleta: a faixa I, de comprimentos de onda entre 320 e 385 e a faixa Il,
compreendendo a banda de 250 a 285, caracteristico de todo flavonoide.

Quanto ao potencial fotoprotetor da rutina, em estudo de Choquenet e
colaboradores, 2008, verificou-se que a rutina presente em concentracdo de
10% (p/p) em emulsdes do tipo 6leo em agua foi capaz de apresentar fator de
protecdo solar (FPS) equivalente ao homossalato, reconhecido como filtro UVB
(Choquenet et al. 2008).

Oliveira e colaboradores associaram a rutina aos filtros benzofenona 3 e
avobenzona em formulacdes fotoprotetoras. O acréscimo da rutina nestas
formulacdes propiciou aumento da atividade antioxidante de 40 vezes superior
ao das formulacfes controle, sem a adicdo do flavonoide. A adicdo da rutina
também surtiu efeitos na melhora do desempenho fotoprotetor da formulacao
contendo rutina a 0,1% (p/p) e Benzofenona 3 a 6% (p/p). Para esta formulacgéo,
houve aumento do fator de protecéo solar (FPS), in vitro, de 24 para 33 e foi
observado prevencéo da foto-oxidagao do filtro UVA. Entretanto, a adicao da

rutina a Avobenzona propiciou decréscimo do valor de FPS (Oliveira et al., 2015).
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Velasco e colaboradores associaram a rutina aos filtros p-metoxicinamato
de octila e benzofenona 3 e constataram elevagao de FPS de 7,4 para 9,9, sendo
que a eficicia protetora da rutina foi dependente da presenca e da concentracéo
dos filtros empregados nas formulacdes. Verificou-se também que a rutina nédo
associada aos filtros, apresentou eficacia fotoprotetora quando comparada a

formulacédo controle (sem rutina e sem filtros) (Velasco et al.; 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

A proposta do projeto envolveu a avaliacdo da seguranca e eficicia
antioxidante in vitro, in vivo e ex vivo de etossomas com rutina, para finalidade

dermocosmeética.

2.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos estao descritos a seguir:
(1) o desenvolvimento de etossomas contendo rutina a partir da
fosfatidilcolina de gema de ovo;
(i)  acaracterizacao fisica e fisico-quimica das nanoparticulas;
(i)  avaliacdo da seguranca dos etossomas, em ensaios in vitro e in vivo;
(iv) a analise ex vivo da liberacdo da rutina livre e nanoestruturada
(etossomas), em formulacdes, e atividade antioxidante por meio da técnica de

tape stripping na pele de voluntarios.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Matérias-primas, reagentes e solventes:

Acetonitrila grau cromatogréafico - Merck®
Acido férmico PA - Synth®

Agua ultrapura Milli-Q (Merck Milipore®)
Cloreto de sédio — Synth®

Cloroférmio PA - Synth®

N NN R

Co-polimero do acido sulfénico acriloil-dimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado - ammonium acryloyldimethyltaurate/VP  copolymer,
Aristoflex® AVC - Pharmaspecial®

Dodecil sulfato de sédio PA — Synth®

DPPH - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma Aldrich®

Etanol PA - Synth®

Fosfatidilcolina de gema de ovo - Sigma Aldrich®

Hidréxido de sédio PA — Synth®

Metanol grau cromatogréafico - Merck®

Ovos galados Leghorn

Rutina PA - Fagron®

N N N N N NN

Rutina trihidratada padrédo de referéncia primério, de pureza 97,1% -
(Sigma - Aldrich®).

Equipamentos e dispositivos diversos:

Agitador mecanico - IKA® RW 20n;

Balanca analitica - Shimadzu® AUY 220;

Balancas semi-analiticas - Gehaka® BG 4000 e Ohaus® ARD 110;
Banho de ultrassom - Unique® UltraCleaner 1600A;

Céamara de fotoestabilidade - Atlas Suntest® CPS+;

Camera microscépio — Dino-Lite® 206bhl;

Centrifuga - Hitachi® RX2;

Chocadeira — Chocomaster network® y39uq;

SR N N N SR N NN
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Coluna de fase reversa C-18, CLC-C8(M), com 4,6mm x 25,0 cm e
diametro de particula de 5um - Shimadzu®;

Cromatografo liquido de alta eficiéncia, detector espectrofotométrico de
arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa LC
solution - Shimadzu®;

Espectrofotdmetro UV-Visivel - Thermo Scientific® Evolution 600, munido
de cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico e acoplado a um
sistema computacional,

Fitas adesivas - 3M® Scotch MagicTM Tape;

Membrana filtrante com abertura 0,45 pm (Milipore®);

Micropipetas monocanal - Eppendorf® 100-1000 pL e 1,0-10,0 mL;
Peagdmetro - Quimis® Q400 AS

Refrigerador - Consul® Frost Free 60;

Rotaevaporador RV10 digital, com banho de aquecimento - IKA®;
Sistema purificador de dgua - Merck Millipore® Mili-Q® Simplicity UV
Unidade de ultrafiltracéo e centrifugacéo Ultrafree-MC 10000 (Millipore®).
Vortex Genius 3 (IKA®);

Zetasizer® ZS90 - Malvern
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3.2. Métodos

3.2.1. Obtencdo dos etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo

contendo rutina

Os etossomas foram obtidos por meio da técnica de hidratacéo de filme,
com modificacdes, segundo Park e colaboradores, 2014. Aliquota de 660 mg
(2,0% p/v) de fosfatidilcolina de gema de ovo foi pesada em balanca analitica, e
dissolvida em 30 mL de cloroférmio (99,5%, Synth®), em béquer com auxilio de
bastdo de vidro. Dez miligramas de rutina (95% de pureza, (0,03% p/v)),
previamente triturada com auxilio de almofariz e pistilo de vidro, foram
incorporados a fosfatidilcolina de gema de ovo dissolvida no cloroformio. A
mistura foi submetida a evaporacao rotativa até remocéo do solvente, sendo a
temperatura do banho correspondente a 40°C e a rotacdo de 60 rpm. O filme
lipidico formado foi hidratado com 15 mL de solucdo de etanol (PA) em
concentracdo de 20% v/v (etanol:dgua — 20:80) sendo submetido a agitacéo
constante por meio de agitador magnético a 500 rpm e temperatura de 40°C por
uma hora. A suspenséo de particulas foi submetida ao banho ultrassénico por
30 minutos, sem aquecimento. Também foram desenvolvidos etossomas sem

rutina (etossoma branco - EB).

3.2.2. Caracterizacao fisica dos etossomas

3.2.2.1. Distribuicao do tamanho de particula e do potencial zeta

O diametro médio e a distribuicdo de tamanho das particulas, contendo
ou ndo rutina, foram determinados pelo método de espalhamento de luz
dindmica (DLS). Para tal, 20 uL das suspensdes de etossomas foram dispersos
em 1,0 mL de agua ultrapura Milli-Q a fim de se obter condi¢cdes adequadas para
as medicdes, segundo necessidades do equipamento. As medidas foram
executadas a temperatura de 25°C, observando-se a luz espalhada em angulo
de 90°, utilizando-se o Zetasizer® ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). A

equacao de Stokes-Einstein é aplicada na determinagéo deste parametro.

Para a verificacdo do potencial zeta, foi utilizado o método de
espalhamento de luz eletroforético (ELS), com o equipamento Zetasizer® ZS90,
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sendo a for¢ca do campo aplicada correspondente a 20 V/cm. Para tal, 20 pyL das
suspensfes etossomais foram dispersos em 1,0 mL de &gua ultrapura e
acondicionados em célula contendo dois eletrodos. A mobilidade eletroforética
da particula foi medida no equipamento e convertida em potencial zeta, em mV,
usando a equacédo Helmholtz-Smoluchowski. As anélises foram realizadas em

triplicata.

3.2.3. Caracterizagdo fisico-quimica dos etossomas

3.2.3.1. Determinacao do valor de pH

O valor do pH das amostras (branco e com rutina) foi determinado em
peagametro Quimis® Q400 AS por imerséo direta do eletrodo na dispersédo, a

temperatura ambiente (aproximadamente 24,0°C).

3.2.4. Validacdo de método analitico para determinacado da taxa/eficiéncia

de associacao do flavonoide nos etossomas
3.2.4.1. Linearidade

Para averiguacdo da linearidade do método foram preparadas sete
solugdes de concentragdes distintas a partir de uma solucao de estoque (1.000,0
pug/mL) de rutina trihidratada, padréo de referéncia primario, de pureza 97,1%,
sem purificacdo prévia, em metanol. A leitura cromatografica em réplicas de trés
das sete solucdes de rutina nas concentra¢ées de 0,06; 0,07; 0,08; 0,09; 0,1; 0,5
e 1,0 pg/mL possibilitou a elaboracdo da curva analitica e determinagédo do
coeficiente de correlacdo (R? (BRASIL, 2003; INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005).

3.2.4.2. Limite de Deteccao

O limite de deteccéo corresponde ao menor valor de concentracdo da
substancia em andlise capaz de ser detectado pelo método, com grau de
confiabilidade adequado, porém, ndo quantificado com precisdo e exatidao
aceitaveis (BRASIL, 2003; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2013).
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O limite de deteccéo foi calculado segundo a Equacéo 2 (SHABIR, 2003),

descrita a seguir:

LD :3,3x%A

Equacéo 2: Limite de deteccgao

Legenda: LD é o limite de detecgado; o é o desvio padrao médio obtido por meio da curva
analitica e CA é o coeficiente angular da equacéo da reta.

3.2.4.3. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacédo representa a menor concentracdo da substancia
em analise que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis
(BRASIL, 2003; UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2013).

O limite de quantificacdo foi calculado segundo a Equacao 3 (BRASIL,

2003), descrita a seguir:

LQ:].OXO'CA

Equacdao 3: Limite de quantificagéo

Legenda: LQ é o limite de quantificacdo; o é o desvio padrdo médio obtido por meio da curva

analitica e CA é o coeficiente angular da equagéo da reta.

3.2.4.4. Precisao

A determinacdo da preciséo intracorrida e intercorrida foi realizada por
meio da andlise de solu¢des de rutina, padrdo de referéncia primario, em trés
concentracdes distintas (0,06; 0,1 e 0,5 pg/mL). As amostras foram previamente
filtradas em membrana de 0,45 um e injetadas (30,0 pL) no cromatdgrafo, em
triplicata, no mesmo dia e em dias diferentes. A precisao foi calculada como
desvio padrao relativo por meio da Equacao 4 (BRASIL, 2003; BABY, 2007;
INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005,).
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DP
DPR(%) = —x100

Equacéo 4: Preciséo, calculada como desvio padrao relativo (DPR, %)

Legenda: DP é desvio padrao e C é a média das concentracfes

3.2.4.5. Exatidao

Aliquotas de 3,0 mL de concentracdes conhecidas (0,1; 0,5 e 1,0 pg/mL)
de solucdo metandlica de rutina, padrédo de referéncia priméario, foram
adicionadas a 1,0 mL de etossomas sem adicao de rutina. Previamente a adicdo
das solucdes, os etossomas foram desestruturados da seguinte maneira: 45 mL
de etanol absoluto foi adicionado a aliquota de 3 mL de etossomas sem rutina.
A dispersao originada foi submetida a rotaevaporacao até completa evaporacao
do solvente. O material foi acrescido de 3 mL de metanol, retornando ao seu
volume original. Aliguotas das solucdes foram filtradas em membrana de
0,45 um (Milipore®) e injetadas (30,0 pL) no cromatdgrafo. A exatiddo (%) foi
realizada em triplicatas, e os ensaios foram realizados intra e interdias (BRASIL,
2003; RIBANI et al., 2004). O célculo de exatiddo foi realizado de acordo com a
Equacéao 5.

C
Exatidio (%) = — x 100

Equacéo 5: Exatidao (%)
Legenda: C é a média das concentracdes e CT é a concentragdo tedrica.

3.2.4.6. Especificidade e Pesquisa de interferentes

A especificidade foi determinada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos a partir das analises das solucdes de rutina padréo de

referéncia primario solu¢des de rutina comercial.
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3.2.4. Avaliacéo da eficiéncia de associacao da rutina nos etossomas

A avaliagdo da eficiéncia de associagcdo da rutina nos etossomas foi
realizada por meio do método de ultracentrifugacéo seguida de quantificagédo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), segundo LoOpez-Pinto e
colaboradores, 2005, com modificagdes. A aliquota de 500 pL da suspensédo
etossomal foi acondicionada em dispositivo de ultrafiltracdo e submetida a
centrifugacdo por 2 horas a 15000 rpm. A rutina livre presente no filtrado foi
transferida para baldo volumétrico de 1 mL e completou-se o volume com
metanol (99,8%). A solucao obtida foi posteriormente filtrada (0,45 um) e injetada
(10,0 pL) no cromatografo, em triplicata. A taxa de associacdo da rutina
associada aos etossomas foi calculada por meio da seguinte relacdo (Equacao
6).

EE=MJC100
Qt

Equacéo 6: Taxa de associacao da rutina (%) com o sistema nanoestruturado

do tipo etossoma.

Legenda: EE corresponde a eficiéncia de encapsulagao; Qt & quantidade teorica do flavonoide

nos etossomas e Qf a quantidade do flavonoide detectada no filtrado.

Quanto a deteccdo da rutina por CLAE, aplicou-se método descrito por
Dubber & Kanfer, 2004. Para tal, a fase movel foi composta por solugdo aquosa
de acido formico 0,3%: acetonitrila (80:20, v/v), sendo a vazao correspondente a
1,2 mL/min. A coluna cromatogréfica correspondeu a coluna Shimadzu® de fase
reversa C-18, de dimensdes 4,6 mm por 25,0 cm e didmetro de particula de 5,0
pum. A deteccao foi obtida em 350,0 nm, & temperatura de 40,0 + 1,0°C. O método
analitico para a quantificacdo da rutina foi validado quanto aos parametros:
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo; especificidade e pesquisa de
interferentes, precisdo e exatiddo, ambos inter e intradias (BRASIL, 2003;
INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005).
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3.2.5. Caracterizacéo funcional dos etossomas

3.2.5.1. Atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos etossomas, branco e com rutina, foi
determinado por meio da acédo sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH?e). O radical livre DPPH?« (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) é capaz
de mudar de coloracdo quando reduzido por substancias antioxidantes, por
transferéncia de atomo de hidrogénio ou recebimento de elétrons. Ao ser
reduzido, o composto passa de roxo a amarelo, levando a diminuicéo dos valores
de absorbancia, observados em espectrofotometro (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1997; LUE et al. 2010).

Aliguotas de 0,1 mL das amostras (etossomas branco e com rutina) foram
transferidas para tubos de ensaio, com adicao de 2,9 mL de solugdo de DPPH-
a 100,0 uM, solubilizada metanol. Os tubos foram agitados vigorosamente e
permaneceram em repouso a temperatura ambiente (22,0 + 2,0°C) e ao abrigo
de luz. Ap6s 60 minutos de reacdo, as amostras foram avaliadas
espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 515 nm, em cubetas de
quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico. Como controles negativo e positivo, foram
utilizados, respectivamente, metanol e solu¢do do flavonoide rutina (na mesma
concentracdo de rutina presente nos etossomas com rutina — 0,5 mg/mL). A
atividade antioxidante foi expressa por meio da porcentagem de inibicdo do

DPPHe pelas amostras, de acordo com a Equacéo 7.

% de inibicdo = Abs controle - Abs amostra x 100

Abs controle
Equacdo 7: Célculo da porcentagem de inibicao do radical livie DPPH-.

Na qual: Abs controle = absorbancia da solugdo de DPPHe preparada com o controle negativo
(metanol); Abs amostra= absorbancia da solugdo de DPPH- preparada com a amostra em

teste.

3.2.6. Avaliacdo do potencial de irritagdo por HET-CAM -Hen's Egg Test —
Chorioallantoic Membrane

Ovos de galinha fecundados foram incubados por 9 dias a 37°C e 65% de

umidade relativa. Apos o periodo de incubacdo, os ovos foram abertos com
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auxilio de uma pinca e a membrana da casca foi hidratada com solucao
fisiologica (NaCl 0,9% p/v). Apds a hidratacdo, as amostras foram depositadas
sobre a membrana corio-alantéide, e foram observadas a ocorréncia dos
possiveis eventos vasculares, como reacdes de coagulacdo, hemorragia ou lise
de vasos sanguineos, por meio de gravacao (5 minutos) em camera e posterior
andlise dos videos. O ensaio foi realizado em triplicata para cada amostra. O
controle positivo constou de dispersao de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 1,0%
(p/v) e solucéo de hidroxido de sddio (1M), sendo o controle negativo a solucao
fisiolégica (NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH
SCIENCES, 2006).

O indice de irritacao ocular (I1S) foi calculado de acordo com a Equacéao 8
e as amostras foram classificadas de acordo com os parametros do Quadro 1
(KALWEIT et al., 1990; NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH
SCIENCES, 2006).

300 (IS) = 5 (301 - H) + 7(301 — L) + 9 (301 - C)

Equacéo 8: Calculo de Potencial de Irritagdo

Legenda: IS— indice de irritacdo; H— tempo (s) para iniciar um evento hemorragico; L - tempo

(s) para iniciar uma lise vascular; C - tempo (s) para iniciar uma coagulacgéo.

Quadro 1: Classificagéo do potencial de irritacdo (KALWEIT et al., 1990)

indice de irritac&o ocular (IS) Classificacao
0-0,9 Nao irritante
1-49 Levemente irritante
5-8,9 Moderadamente irritante
9-21 Fortemente irritante

3.2.7. Desenvolvimento das formula¢cdes dermocosméticas antioxidantes
Os etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo com rutina foram

incorporados a um gel a base de co-polimero do acido sulfénico acriloil-

dimetiltaurato e vinilpirrolidona neutralizado (ammonium

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer, Aristoflex® AVC, Pharmaspecial).
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As formulacdes foram desenvolvidas contendo os compostos descritos na
Tabela 1. Estas foram preparadas para atuarem como veiculo para os principais
compostos ativos.

Tabela 1: Composicdo qualitativa e quantitativa das formulagdes antioxidantes

Proporc¢éo (%p/p)

Formulacéao : ® Agua
Aristoflex ER RL destilada
AVC
(9.s.p.)
A 1.0 60 - 100
5 1.0 - 0,03 100

Legenda: g.s.p: quantidade suficiente para; ER: suspensédo de etossomas contendo rutina; RL:
rutina livre

Devido os etossomas serem obtidos na forma de uma suspenséo, durante
o preparo das formulacées que continham as nanoparticulas, o volume final de
agua a ser adicionado no preparo do gel foi descontado do volume acrescido da
suspensao etossomal, conforme descrito na Tabela 1.

O volume da suspenséo de etossomas contendo rutina que constou na
formulacdo A, baseou-se na concentragdo teorica de rutina presente nos
etossomas, que corresponde a 0,5 mg/mL. Assim, 100 g da formulacdo
apresentaram 60 mL da suspensdo de nanoparticulas, totalizando 30 mg de

rutina nanoestruturada em 100 g da formulacao (proporc¢éo de 0,03% p/p).

A preparacéo das formulacdes foi realizada da seguinte maneira: o agente
geleificante co-polimero do acido sulfénico acriloil-dimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado (Aristoflex® AVC, Pharmaspecial) foi previamente hidratado em um
béquer de vidro com quantidade suficiente de dgua purificada. ApGs o acréscimo
do restante da agua, o gel foi homogeneizado com de agitacdo vigorosa com
bastdo de vidro. Os compostos ativos foram pesados e incorporados ao gel
formado, seguida de agitacdo também com bastdo de vidro. As formulacdes

foram acondicionadas em refrigerador para posteriores analises.
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3.2.8. Caracterizacao fisico-quimica e organolépticas das formulacdes
dermocosméticas

O valor do pH das formulagcdes dermocosméticas foi determinado em
peagametro, pela imersdo direta do eletrodo na dispersdo, a temperatura
ambiente (aproximadamente 24,0 £ 2,0°C). Ademais, as formulacbes foram

avaliadas organolépticamente quanto a homogeneidade, cor e odor.

3.2.9. Atividade antioxidante das formulacdes

As formulacfes A e B (item 3.2.8.), foram submetidas previamente a um
estudo de eficacia in vitro por meio da avaliagcdo da acdo sequestradora do
radical livre  2,2-difenil-1-picrilhidrazila  (DPPHe) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1997; LUE et al., 2010).

Aliquotas de 0,1g das formula¢des A (gel contendo etossomas com rutina)
e B (gel contendo rutina livre), foram transferidas para tubos de ensaio, com
adicdo de 2,9 mL de solugcao de DPPH+ a 100,0 uM, solubilizada metanol. Os
tubos foram agitados vigorosamente e permaneceram em repouso a
temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C) e ao abrigo de luz. Apés 60 minutos de
reacdo, as amostras foram avaliadas espectrofotometricamente, no
comprimento de onda de 515 nm, em cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho
otico. Como controle negativo, foi utilizado metanol.

A atividade antioxidante foi expressa por meio da porcentagem de inibicéo

do DPPH?e pelas amostras, de acordo com a Equacéao 9.

% de inibicdo = Abs controle - Abs amostra x 100

Abs controle

Equacéo 9: Calculo da porcentagem de inibicao do radical livre DPPHe.

Na qual: Abs controle= absorbancia da solugdo de DPPH« preparada com o controle negativo
(metanol); Abs amostra= absorbancia da solu¢ao de DPPH- preparada com a amostra em
teste.
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3.2.10. Ensaios ex vivo e in vivo

3.2.10.1. Aspectos legais e éticos

Os ensaios ex vivo e in vivo (descritos nos itens 5.10.4 e 5.10.5.) foram
submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. As analises e cuidados com o0s
voluntarios, assim como a selecdo destes, foram realizados respeitando a
Legislacdo Brasileira vigente, ap0s a obtencdo da aprovacdo do CEP,
regulamentado pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa. Os voluntarios
tiveram ciéncia sobre os objetivos dos ensaios, assim como possiveis riscos, e
poderiam abandonar os estudos a qualquer momento, se assim desejarem.
(BRASIL, 1996). O parecer consubstanciado do CEP encontra-se disponivel

para consulta na secdo Anexos da presente Dissertacao.

3.2.10.2. Voluntarios

No primeiro dia de cada teste, foi realizada a avaliacéo clinica da pele de
cada participante, visando avaliar o0s critérios estabelecidos para
inclusdo/exclusao dos participantes em cada estudo.

3.2.10.3 Ensaios in vivo

3.2.10.3.1. Ensaios de Seguranca

Os estudos de seguranca tém por finalidade comprovar a seguranca das
formulacbes por dados pré-clinicos e minimizar riscos de reagdes, por meio da
avaliacdo de mecanismos irritativos e/ou alergénicos de um produto na
populacdo estudada. Trata-se do primeiro contado das formulagcdes com os

participantes da pesquisa.

As formulacfes A e B, descritas na Tabela 1, foram avaliadas com relacéo
a sua seguranca por meio dos ensaios de Irritacdo Cutédnea Primaria, Irritacdo
Cutanea Acumulada e Sensibilizacdo Dérmica. A ocorréncia de possiveis
reagcbes de sensibilizacdo e irritacdo foram analisadas por médico
dermatologista durante todo o estudo e ao término deste. Através da escala de
Draize (Tabela 2) foi possivel categorizar os resultados de acordo com a

presenca ou auséncia de eritema ou edema na regido de aplicacdo das
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formulacbes A e B. Como controle negativo dos ensaios, foi utilizada agua
purificada (DRAIZE et al., 1944).

Tabela 2: Escala de Draize para avaliagdo do grau de irritagdo cutanea

Parametros Reacdes observaveis Escala

Auséncia de eritema 0

Eritema leve

Formacéao de

. Eritema definido
Eritemas

Eritema moderado a severo

Eritema grave e formacao de escaras

Auséncia de edema

Edema leve (apenas visivel)

NP Ol W|IN|IPF

Formagéo de Eritema leve (contornos nitidos)

Edemas Eritema moderado (espessura inferior a 1

mm)

Eritema grave (espessura superior a 1 mm) 4

3.2.10.3.2. Irritacdo cutanea primaria e Irritacdo cutanea acumulada

A averiguacéo de reacdes de irritacao foi realizada através da aplicacao
das formulac@es testes, de maneira oclusiva (patch test contendo o produto em
teste), no dorso de 55 participantes do estudo. O patch corresponde a um
adesivo que permite o contato da formulacdo com a pele do participante da
pesquisa por tempo determinado. O tempo de contato dos produtos com a pele
foi de 48 horas para o ensaio de irritagdo cutanea primaria e trés semanas (com
troca do patch contendo a formulacdo em teste a cada 48 horas) para o ensaio
de irritacdo cutdanea acumulada. Apds cada troca de patch, e ao final dos
ensaios, a pele dos participantes foi avaliada por dermatologista com relacéo a
possiveis reacdes de irritagdo (COSMETICS EUROPE, 1997).

3.2.10.3.3. Sensibilizacado dérmica
A avaliacdo da sensibilizagdo dérmica foi efetuada simultaneamente aos
ensaios de irritagcdo cuténea, utilizando os mesmos 55 participantes. Apds o

periodo de trés semanas de contato do produto em teste com a pele, durante o
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ensaio de irritacdo cutanea acumulada (periodo de inducéo), os participantes
ficaram por um periodo de no minimo 10 dias, sem contato com os produtos em
teste (periodo de repouso). Apés este periodo, um novo patch contendo a
mesma formulacdo foi aplicada no dorso dos participantes, em area onde
nenhum patch tenha sido aplicado anteriormente (periodo de desafio). Apés dois
dias, o patch foi retirado, com avaliacédo da pele dos participantes para averiguar
possiveis reacdes de sensibilizacdo (COSMETICS EUROPE, 1997).

3.2.10.4. Ensaios ex vivo

3.2.10.4.1. Aplicacao das formula¢Bes na pele de voluntéarios

Trés regides de area correspondente a 6,25 cm? foram demarcadas na
pele do ventre do antebraco de 10 voluntarios. Aliquotas das formulacdes A
(rutina em etossomas) e B (rutina livre) foram aplicados a razédo de 8 mg/cm?.
Foram realizadas duas aplicacdes de cada amostra, sendo o intervalo entre as
aplicacdes correspondente a duas horas. Nado houve aplicagcdo de nenhuma
formulacdo na terceira regido, atuando como regido controle para cada

voluntario.

3.2.10.4.2. Remocao do estrato cérneo pelatécnica de tape stripping

A técnica de remocédo do estrato cOrneo por tape stripping foi realizada
duas horas apés a ultima aplicacdo das formulacbes A e B. Um esténcil foi
aderido ao local de aplicacao das formulacdes para demarcar o local da remocgéo
do estrato cérneo (area definida de 2,25 cm?).

As fitas foram aderidas ao local de aplicacéo das formulacdes A e B, assim
como a pele ndo tratada, com auxilio de um rolo, para facilitar a adesao das fitas,
e rapidamente removidas, com auxilio de pinca. Para cada regido, foram
coletadas 20 fitas e estas foram divididas em trés porcdes para andlise: 1)
primeira fita; 2) fitas 2 a 10 e 3) as fitas 11 a 20. Cada porc¢ao foi transferida para
um tubo de centrifuga contendo 5 mL de metanol.

Para a extracdo do estrato corneo presente nas fitas, os tubos foram

submetidos a agitacdo por meio de vértex por dois minutos seguida de banho
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ultrassonico (Unique® UltraCleaner 1600 A) por trinta minutos. O sobrenadante

foi utilizado nas analises de atividade antioxidante e permeac¢éo cutanea.

3.2.10.4.3. Atividade antirradicalar ex vivo pelo método de tape stripping

A atividade antirradicalar das nanoparticulas de fosfatidilcolina de gema
de ovo contendo rutina na pele de voluntarios foi determinada por meio do
método de radical livre de DPPHe, segundo Bondet e colaboradores, 1997 e
Huang e colaboradores, 2005.

Aliquota de 1,5 mL do sobrenadante obtido a partir da remoc¢é&o do estrato
corneo (item 3.2.11.4.2) foi acrescido de 1,5 mL de solugdo metandlica de DPPH«
a 100,0 uM. Os tubos foram agitados vigorosamente e permaneceram em
repouso a temperatura ambiente (22,0 £ 2,0°C) e ao abrigo de luz por 60
minutos. Ao término deste intervalo, as amostras foram avaliadas
espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 515 nm, em cubetas de
quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico. Como controle negativo foi utilizado
metanol, na mesma proporcdo amostra:DPPHe (1:1).

A atividade antioxidante foi expressa por meio da porcentagem de inibicao

do DPPH?« pelas amostras, de acordo com a Equacéao 10.

% de inibicdo = Abs controle - Abs amostra x 100

Abs controle
Equacdo 10: Calculo da porcentagem de inibi¢cdo do radical livie DPPH

Legenda: Abs controle= absorbancia da solugao de DPPH- - controle negativo
Abs amostra= absorbancia da solugdo de DPPHe+ preparada com a amostra em teste.

3.2.10.4.4. Ensaio ex vivo da permeacdao darutinalivre e em etossomas pelo
método de tape stripping

O sobrenadante obtido a partir da remocao do estrato corneo (item
3.2.10.4.2) foi filtrado (membrana de 0,45 um, Milipore®) e submetido a analise
cromatografica de alta eficiéncia (Shimadzu®) para deteccdo e posterior

quantificacdo da rutina nas trés por¢des em que as fitas foram organizadas.
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3.11. Analise estatistica dos resultados

Os dados coletados foram avaliados estatisticamente pelo programa
Minitab®, versdo 16. As analises foram realizadas em triplicata, sendo o nivel de
significancia igual a 5% (p < 0,05). Nas comparag¢des entre duas amostras, os
resultados foram avaliados de acordo com o teste estatistico t-Student, enquanto
que nas comparacdes entre trés ou mais amostras, o teste estatistico utilizado
foi o ANOVA One-Way, seguido de teste de Tukey.



Resultodos e Discussio
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencao dos etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo contendo
ou ndao rutina

Os etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo, contendo ou néo rutina,
foram obtidos de acordo com o método descrito no item 5.1. Ao empregar etanol
50% vlv, a dispersdo dos etossomas apresentou separacdo de fases apds o
periodo de 4 dias, resultado corroborado pela literatura, considerando que
etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo possuem estabilidade quando
preparados com etanol em concentragcdo de, no maximo, 20 a 45% vlv,
dependendo, também, da proporcao do fosfolipideo que € empregada (PARK et
al., 2012; PARK et al., 2014).

Os etossomas contendo etanol 20% v/v resultaram em dispersédo uniforme
e homogénea, de coloracdo amarelada e odor caracteristico de gema de ovo,
Figura 9, sendo representados pela letra A. Os etossomas com rutina em sua
composicdo apresentaram odor similar, porém a coloracdo obtida foi
perceptivelmente mais escura, caracteristica do proprio do flavonoide no grau de
pureza utilizado (Figura 9 B). Oliveira, 2015, ao desenvolver nanoparticulas de
gelatina com e sem rutina, também observou aspecto amarelado nas amostras

contendo o flavonoide.

Figura 9: Dispersao de etossomas de fosfatidilcolina de gema de ovo (A) com
rutina (B)

O grau de pureza da fosfatidilcolina utilizada neste estudo foi de 80,1%
segundo certificado de analise disponibilizado pelo fornecedor. A fostatidilcolina
de elevado grau de pureza (maior que 99%, por exemplo) ndo possui coloracéo

amarelada ou o odor caracteristico de ovo, mesmo sendo obtida a partir da
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mesma fonte. Assim, pode-se inferir que, se o grau de pureza da matéria-prima
utilizada fosse superior, o apelo cosmético poderia ser aprimorado quanto a essa
propriedade organoléptica. A fosfatidilcolina corresponde a uma combinacéo de
fosfolipideos naturais formados por um grupo colina e um grupo fosfato ligados
a porcéao hidrofébica, duas cadeias acilicas de 16 a 22 carbonos, por ligacdes
ésteres com o glicerol (Figura 10). As cadeias acilicas podem conter
insaturagdes. A presenca do fosforo (carga negativa) é responséavel pelo carater
polar destas estruturas, que, assim, apresentam-se como moléculas anfifilicas,
fato que propicia a auto-organizacao destas em bicamadas (GLADKOWSKI et
al., 2012; YOON & KIM 2002; MERTINS et al., 2008).

Figura 10: Representacéo da estrutura molecular da fosfatidilcolina (MERTINS
et al., 2008)
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Os fosfolipideos apresentam temperatura de transicdo de fase (T¢) que
pode variar de acordo com o grau de instauracdo da molécula e o comprimento
das cadeias acilicas. A Tc corresponde aquela em que a membrana passa da
fase gel, na qual a cadeia de hidrocarbonetos do lipideo esta em estado
ordenado, para a fase de cristal-liquido, com as moléculas em movimentos mais
livres e a membrana mais maleavel, bem como os radicais hidrofilicos agrupados
completamente hidratados. Submetendo os fosfolipideos a temperaturas acima
da T, propicia-se condicdo ideal para a reorganizacao do sistema em vesiculas
lipidicas e a incorporacdo da(s) molécula(s) desejada(s). Como a Tc é
caracteristica do fosfolipideo empregado na obtencdo dos etossomas, entende-
se que vesiculas compostas por lipideos distintos podem apresentar diferencas
guanto ao grau de fluidez na mesma temperatura, o que, consequentemente,

influi na permeabilidade das vesiculas lipidicas, visto que quanto menor a Te,
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menor a permeabilidade apresentada por estes, considerando que a
permeabilidade pode ser medida por meio da observacéo do fluxo de saida do
principio ativo presente no compartimento aquoso das vesiculas através das
bicamadas (BATISTA et al., 2007; FREZARD et al. 2005).

4.2. Caracterizacgéao fisica dos etossomas

4.2.2. Distribuicdo do tamanho de particula e do potencial zeta

O método de espalhamento de luz dindmico, utilizado para definicao
do tamanho de particulas e indice de polidisperséo, baseia-se no conceito
de movimento browniano de particulas em suspensédo. Esta movimentacao
faz com que a luz aplicada na amostra seja espalhada com intensidades
distintas, gerando flutuacdes de intensidade que resultam na velocidade do
movimento browniano e, por fim, no tamanho de particula por meio da
relacdo Stokes-Einstein (Equacao 11). A equacdo associa 0 tamanho da
particula (ou didametro hidrodinamico) a temperatura da amostra e o
coeficiente de difuséo (obtido por meio da determinacdo das flutuacoes)
(ZWIOREK, 2006).

KT
3D

d (H) =

Equacédo 11: Equacédo Stokes-Einstein

Legenda: d(H) é o diametro hidrodindmico; K é a Constante de Bolzmann; T é a temperatura

absoluta (K); n é a viscosidade e D é o Coeficiente de difusédo

A movimentacao das particulas pode resultar em suas colisbes. O que
determina se as colisées irdo propiciar a agregacao das moléculas séo as forcas
de interacao entre elas. As particulas podem colidir e afastarem-se, mantendo o
grau de dispersdo do sistema coloidal ou colidir e agruparem-se. Assim, a
avaliacdo do potencial zeta € relevante na previsdo de estabilidade do sistema
(ATTWOOD, 2005).

O método de espalhamento de luz eletroforético (ELS), utilizado para a
verificagdo do potencial zeta, fundamenta-se no principio fisico da eletroforese.

A célula que recebe a amostra mantém acoplados dois eletrodos nos quais é
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aplicado um campo elétrico. Desta maneira, as particulas ou moléculas que tém
carga liquida ou, mais propriamente, potencial zeta liquido, migram em direcdo
ao eletrodo de carga oposta em determinada velocidade (ou mobilidade), e esta
mobilidade relaciona-se ao potencial zeta da amostra (ZWIOREK, 2006). Os
resultados referentes ao diametro (tamanho de particula), potencial zeta e indice
de polidirsperséo dos etossomas, contendo ou ndo rutina, estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3: Determinacdo do diametro e potencial zeta dos etossomas de
fofatidilcolina de gema de ovo

Suspenséo de Diametro (nm) Potencial indice de
etossomas Zeta (mV) polidispersao
Sem rutina 247,08+ 7,0 -39,3*+1,7 0,196%+0,015
Com rutina 369,5A+ 4,2 -19,68+0,4 0,434B+0,010

Legenda: Resultados de valores de diametro de particula (nm) e potencial zeta (mV) expressos
como média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.

Os etossomas contendo rutina apresentaram maior tamanho de particula,
guando comparados com aqueles sem o flavonoide. Tal evidéncia € corroborada
pela literatura quanto aos etossomas desenvolvidos com as mesmas matérias-
primas e sob as mesmas condicdes, pois segundo Park e colaboradores, 2014,
etossomas “vazios” apresentaram diametro de 163,3 = 2,0 nm, enquanto que
agueles com rutina geraram diametro entre 189 e 225 nm. O indice de
polidispersao descreve a distribuicdo do tamanho de particula das amostras.
Valores até 0,3 para este parametro sugerem distribuicdo monomodal, o que nao
foi observado neste estudo para os etossomas com rutina (Figura 12), mas foi
observado para os etossomas sem o flavonoide (Figura 11). O indice de
polidispersao superior a 0,3 pode ser atribuido a formacéo de aglomerados, ou
ainda, a formacdo de vesiculas de diferentes didmetros durante o
desenvolvimento (KULKAMP et al., 2009).
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Figura 11: Representacao grafica da distribuicdo de tamanho por intensidade dos etossomas
sem rutina
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Figura 12: Representacéo gréafica da distribuicdo de tamanho por intensidade dos etossomas
com rutina
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Quanto ao potencial zeta, ressalta-se que quanto maior o valor em modulo
deste parametro, mais estavel é a formulacdo e menor a possibilidade da
agregacao das particulas. Segundo a literatura, particulas que apresentam valor
em moédulo de zeta de 30 mV sado consideradas estaveis (CAO et al., 2009;
TAVARES, 2013). Portanto, verificou-se que 0s etossomas sem rutina
apresentaram-se estaveis aparentemente, enquanto que aqueles com rutina

apresentaram potencial zeta, em modulo, igual a 19,6 mV.

Os valores observados para tais caracteristicas foram similares aqueles
descritos na literatura quando da preparacdo dessas nanoparticulas por
hidratacdo de filme lipidico. Adicionalmente, os valores de desvio padrdo
indicaram reprodutibilidade adequada do meétodo utilizado. Ascenso e

colaboradores, 2015, incorporaram cafeina em etossomas por meio de método
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a frio. Os etossomas com cafeina apresentaram tamanho de particula, potencial
zeta e indice de polidispersao de 137,07 + 1,93 nm, -19,47 + 6,07 e 0,171 +
0,0067, respectivamente. Paolino e colaboradores, 2005, incorporaram
glicirrizinato de amdnio, farmaco utilizado em doencas inflamatorias da pele, em
etossomas por meio do método classico, variando as concentracdes de etanol e
de lecitina. Foi observado que etossomas com 30% (v/v) de etanol e 3% (p/v) de
lecitina apresentaram maior tamanho de particula (342 + 31 nm) e indice de
polisperséo de 0,415 £ 0,041, enquanto que os etossomas obtidos com 45% (v/v)
de etanol e 1% (p/v) de lecitina apresentaram tamanho de particula de 102,0
5,5 nm e indice de polispersdo de 0,417 + 0,007. Li e colaboradores, 2012,
desenvolveram etossomas para incorporacdo do tacrolimo, farmaco
imunossupressor utilizado no tratamento da dermatite atOpica, por meio do
meétodo classico. Observaram que os etossomas apresentaram menor tamanho
de particula quando comparados aos lipossomas classicos com o mesmo
farmaco. Assim, verifica-se que parametros como o tamanho de particula, o
potencial zeta e o indice de polidispersao variam em funcdo da metodologia
aplicada para obtencdo das vesiculas, das concentracbes de etanol e
fosfolipideo utilizadas e da substancia ativa a ser incorporada (ASCENSO et al.
2015; Ll et al. 2012; PAOLINO et al. 2005).

4.3. Caracterizacdao fisico-quimica dos etossomas

4.3.1. Determinagéo do valor pH

A verificagcdo do potencial hidrogenionico das suspensdes etossomais se
fez necesséaria para averiguar sua compatibilidade com a pele e avaliar a
dispensabilidade de corre¢cdo do meio antes da incorporacdo dos etossomas as
formulagBes dermocosmeéticas, além de caracteriza-los neste parametro. Os
valores de pH obtidos no final do processo apontaram que 0s etossomas com
rutina (ER) e aqueles sem rutina (EB) foram distintos para esse parametro

(p<0,05), como observado na Tabela 4.
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Tabela 4: Determinacéo dos valores de pH das suspensfes de etossomas

Suspenséo etossomal Valor de pH
Sem rutina 4,11 £ 0,044
Com rutina 3,90 + 0,038

Legenda: Resultados de valor de pH expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes

na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

De acordo com a andlise estatistica aplicada aos valores de pH
mensurados em triplicata, constatou-se que a presenca da rutina nos etossomas
inferiu um caréter 4cido a suspensédo. Provavelmente, o aumento da acidez do
meio pode ser atribuido a estrutura molecular deste flavonoide, que apresenta
hidrogénios ionizaveis (JOVANOVIC, 1994).

4.4. Avaliacéo da eficiéncia de associagdo da rutina aos etossomas

4.4.1. Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo de rutina em

etossomas

44.1.1. Linearidade

A linearidade de um processo analitico corresponde a capacidade de
obter resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra. Para a constru¢do da curva analitica, recomenda-se a utilizacéo de ao
menos cinco amostras de concentragdes conhecidas. Caso constate-se relacéo
linear, os resultados devem ser avaliados estatisticamente (BRASIL, 2003;

INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005).

A mensuracédo cromatografica, em réplicas de trés, das solu¢des de rutina
(0,06; 0,07; 0,08; 0,09; 0,1; 0,5 e 1,0 pg/mL) originou valores de area sob a curva
expostos na Tabela 5, possibilitando a elaboracédo da curva analitica, ilustrada
na Figura 14. O coeficiente de correlacdo e a equacdo da reta estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5: Dados de &rea sob a curva para construgdo da curva analitica da rutina
padrdo de referéncia primario (T=97,1%)

Concentracao tedrica de

Concentracao Experimental

rutina padrao de

referéncia primario A1 A2 Az Awmediat dp
(ng/mL)
0,06 1716 1750 1849 1849 + 69,10
0,07 2032 2417 2052 2052 + 216,74
0,08 2735 2813 2499 2499 + 163,49
0,09 2842 2357 2689 2689 + 247,94
0,10 2970 3171 3319 3319 + 175,17
0,50 17339 17182 17570 17570 £ 195,17
1,00 35533 35847 35229 35229 + 309,01

Legenda: A1-A3: réplicas das areas dos picos; Awmediaz dp: média + desvio padrdo das areas dos

picos, (n=21)

Tabela 6: Analise de regressao da curva analitica da rutina padrao de referéncia
primario (T=97,1%)

Andlise da regressao linear

Equ?gtzo da Area do pico = 35.636 (Concentracéo de rutina ug/mL) — 357,47
Coeficiente
correlacéo 0,9999

linear (R?)
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Figura 13: curva analitica da rutina padréo de referéncia primario (T=97,1%)
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Conforme avaliacéo do R?, igual a 0,9999, o método demonstrou-se linear
nas condi¢cdes adotadas (BRASIL, 2003).

4.4.1.2. Limite de deteccéo

Empregando a Equacao 8 e as informacfes apresentadas na Tabela 6,
o limite de deteccdo estimado da rutina padrao foi 0,02 pg/mL. O referido
resultado foi compativel com aqueles descritos na literatura para métodos de
quantificacdo do flavonoide rutina por CLAE (BRASIL, 2003; DUBBER &
KANFER, 2004).

4.4.1.3. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo estimado foi 0,06 pug/mL para o flavonoide
padrdo de referéncia priméario. Valores de concentracdo superiores ao valor
obtido sdo quantificados com precisdo e exatiddo aceitaveis pelo método
empregado (BRASIL, 2003; UNITED STATES PHARMACOPEIA,2013).

4.4.1.4. Precisao

A precisdo de um método avalia 0 quédo proximos estdo os resultados
obtidos em uma série de medidas. Dois niveis da precisdo foram avaliados:
repetibilidade e a precisédo intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por meio
da precisao intracorrida, averiguando a concordancia entre os resultados em um
curto periodo de tempo (mesmo dia) com 0 mesmos analista e instrumentacao.

A precisao intermediaria corresponde a precisado intercorridas, na qual se avalia
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a concordancia entre os resultados obtidos em dias distintos de analise (UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2013).

Os resultados do desvio padrédo relativo (DPR, %), para trés
concentrac0des distintas (0,06; 0,10 e 0,50 pg/mL) das solucdes de rutina padréo,
apresentam-se nas Tabelas 7 (precisédo intradia) e 8 (preciséao interdia). Os
valores de desvio padrao relativo obtidos foram inferiores a 5,0%, para o ensaio
intra e interdias. Por conseguinte, 0 método desenvolvido esta em consonancia

com a normativa brasileira (BRASIL, 2003).

Tabela 7: Preciséo intradia das solucdes de rutina padréo de referéncia primario
(T=97,1%)

Concentragao Concentracdo Experimental
tedrica de rutina
padréo de
referéncia C1 C2 Cs Cwmediat dp DPR(%)
primario (ug/mL)
0,06 0,058 0,059 0,062 0,060 +0,00194 3,25
0,10 0,093 0,099 0,103 0,099 + 0,00492 4,99
0,50 0,497 0,492 0,503 0,497 +0,00548 1,10

Legenda: ConcentragGes tedricas: concentracdo tedrica das diluicées do flavonoide rutina (ug/mL); C1 a
C3: réplicas das concentragBes calculadas (ug/mL) a partir dos resultados experimentais; Cmédia + dp:
média + desvio padrdo das concentracdes calculadas do flavonoide rutina (ug/mL); DPR (%): precisdo
calculada como desvio padréo relativo (%). As concentragfes calculadas do flavonoide rutina (pug/mL)
tiveram seus valores obtidos empregando-se a equacdo: Area do pico = 35.636 (Concentracéo de rutina
pg/mL) — 357,47
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Tabela 8: Preciséo interdia das solucdes de rutina padréo de referéncia primario
(T=97,1%)

Concentracao Concentracao Experimental
tedrica de
rutina padréao
de referéncia C1 Cz Cs Ca Cs Cs Cwmediat dp PPR
primario ()
(ng/mL)
0,06 0,058 0,059 0,062 0,065 0,063 0,065 0,062+ 4,6
0,00288
0,10 0,093 0,099 0,103 0,103 0,101 0,102 0,100+ 3,8
0,00380
0,50 0,497 0,492 0,503 0,507 0,500 0,503 0,500+ 11
0,00529

Legenda: ConcentragGes tedricas: concentragdo tedrica das diluigdes do flavonoide rutina (ug/mL); C1 a
C6: réplicas das concentra¢Bes calculadas (ug/mL) a partir dos resultados experimentais; Cmédia + dp:
média + desvio padrdo das concentracdes calculadas do flavonoide rutina (ug/mL); DPR (%): precisao
calculada como desvio padréo relativo (%). As concentragfes calculadas do flavonoide rutina (pug/mL)
tiveram seus valores obtidos empregando-se a equacdo: Area do pico = Area do pico = 35.636
(Concentracéo de rutina pg/mL) — 357,47

4.4.1.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico retrata a proximidade dos resultados
obtidos aos valores considerado nominalmente verdadeiros. A exatidao foi
determinada pelo ensaio de recuperacado, onde o padrdo de referéncia (rutina)

foi adicionado a matriz isenta da substancia (etossomas brancos).

Os calculos de exatidao intra e interdias encontram-se representados
pelas Tabelas 9 e 10, a partir do ensaio de recuperagéao do padréo. Os valores
de exatidao obtidos foram entre 95 e 105%, desta forma pode-se compreender
gue o método analitico pode ser aplicado no ensaio de eficiéncia de associacao
de rutina aos etossomas, sem interferéncia da matriz etossomal (BRASIL, 2003).



50

Tabela 9: Exatidado intradia a partir do ensaio de recuperacdo do padrdo de
referéncia primario (T=97,1%) na presenca da preparacdo de etossomas sem
adicao de rutina

Concentracgao Concentragcao Experimental

tedrica de rutina

padréo de
. Ci1 C2 Cs Cwmediat dp E (%)
referéncia
primario (ug/mL)
0,075 0,079 0,081 0,076 0,079 +0,0025 104,9
0,375 0,376 0,378 0,373 0,376 £ 0,0025 100,2
0,750 0,720 0,740 0,730 0,7300,01 97,3

Legenda: Concentracdes tedricas: concentracdo teorica das diluicdes do flavonoide rutina (ug/mL); C1 a
C3: réplicas das concentra¢fes calculadas (ug/mL) a partir dos resultados experimentais; Cmédia + dp:
média + desvio padrdo das concentracdes calculadas do flavonoide rutina (ug/mL); partir dos resultados
experimentais; E (%): exatidao (%). As concentra¢des calculadas do flavonoide rutina (ug/mL) tiveram seus
valores obtidos empregando-se a equacéo Area do pico = 35.636 (Concentracéo de rutina pg/mL) — 357,47

Tabela 10: Exatidao interdia a partir do ensaio de recuperacdo do padrao de
referéncia priméario (T=97,1%) na presenca da preparacdo de etossomas sem
adicao de rutina

Concentragao Concentragao Experimental

tedrica de rutina

padréo de
o C1 C2 Cs Ca Cs Ce Cwmediat dp E(%)
referéncia
primério (ug/mL)
0,075 0,079 0,081 0,076 0,080 0,082 0,074 0,078 £ 0,003 104,9
0,375 0,376 0,378 0,373 0,376 0,372 0,375 0,377 £0,002 100,5
0,750 0,72 0,74 0,73 0,76 0,76 0,74 0,74%=0,01 98,9

Legenda: Concentracdes tedricas: concentracao tedrica das diluicdes do flavonoide rutina (ug/mL); C1 a
C6: réplicas das concentragBes calculadas (ug/mL) a partir dos resultados experimentais; Cmédia + dp:
média + desvio padrdo das concentragdes calculadas do flavonoide rutina (ug/mL); partir dos resultados
experimentais; E (%): exatidao (%). As concentrac¢des calculadas do flavonoide rutina (ug/mL) tiveram seus

valores obtidos empregando-se a equacéo Area do pico = 35.636 (Concentracéo de rutina pg/mL) — 357,47
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4.4.1.6. Especificidade e pesquisa de interferentes

Os parametros de especificidade e pesquisa de interferentes representam
a capacidade gque o método apresenta de detectar/quantificar exatamente um
composto em presenca de outros componentes, como componentes da matriz e
impurezas (BRASIL, 2003).

A especificidade foi determinada por meio da comparacdo dos
cromatogramas obtidos a partir das analises das solucfes de rutina padréo de
referéncia primario (Figura 13) e solucdes de rutina comercial (Figura 14). A
partir da interpretagdo dos cromatogramas, observou-se que 0 pico
cromatografico no tempo de 5,942 minutos é atribuido a um s6 componente
(rutina). Na Figura 14 observa-se um segundo pico, com tempo de retencao de
7,488 segundos que corresponde a presenca de isoquercetina presente na
amostra de rutina comercial (DUBBER & KANFER, 2004).

Figura 13: Cromatograma referente ao flavonoide rutina, padréo de referéncia
primario (97,1%; 1,0 pg/mL)
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Figura 14: Cromatograma referente ao flavonoide rutina, amostra comercial
(95,0%; 1,0 pg/mL)
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A verificagdo da né&o interferéncia dos componentes da matriz etossomal
foi realizada por meio de corrida cromatografica de etossomas brancos (Figura
15).

Com o intuito de garantir que os componentes da fita utilizada na remocao
do estrato corneo por meio da técnica de tape stripping nao interferissem na
quantificacdo da rutina, foi realizada extracdo com metanol, seguida de corrida
cromatografica desta solucdo (Figura 16). A analise dos cromatogramas
correspondentes as amostras de etossomas sem rutina e de solucao metandlica
proveniente da extracdo das fitas utilizadas para o ensaio de permeacéao ex vivo
(tape stripping) demonstrou que ndo houve pico cromatografico que poderia

influenciar na quantificacéo do flavonoide.
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Figura 15: Cromatograma referente a amostra de etossomas sem rutina
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Figura 16: Cromatograma referente a solucéo obtida a partir da extracdo da
fita com metanol
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4.4.2. Determinacgéo da eficiéncia de associagao da rutina aos etossomas

Em estudo de Park e colaboradores, 2014, os etossomas com rutina foram
desenvolvidos por meio da técnica de hidratacéo de filme lipidico, sendo a taxa

de associacdo da rutina aos etossomas igual a 73,77 = 0,01%. Kerdudo e
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colaboradores, 2014, encapsularam a rutina em vesiculas lipidicas
multilamelares e a taxa de encapsulacdo do composto ativo foi 65,4 £ 0,3%.
Nesta pesquisa, a partir dos calculos envolvendo a Equacéao 6, verificou-se que
80,20 + 0,02% da concentracdo de rutina empregada na obtencdo dos
etossomas foram associadas a estes, valor compativel com os descritos nas
referéncias supracitadas. Tal resultado permite inferir que o0 método empregado
na obtencéo das vesiculas, assim como os materiais utilizados, correspondem a
fatores determinantes na eficiéncia de encapsulacdo de moléculas ativas em
estruturas lipossomais/etossomais (GODIN & TOUITOU, 2003; PARK et al.,
2014; RAKESH & ANOORP, 2012).

4.5. Caracterizacéao funcional dos etossomas

4.5.1. Atividade antioxidante

O desempenho antirradicalar das suspensdes etossomais, com e sem

rutina (ER e EB, respectivamente), encontram-se representadas na Figura 17.

Figura 17: Atividade antioxidante dos etossomas
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Legenda: EB: etossoma branco e ER: etossoma com rutina. Letras diferentes nas barras
representam diferencas estastiticamente significativas entre os grupos.
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O potencial antioxidante de ER e EB, assim como o do controle positivo
(solucdo do flavondide rutina a 0,5 mg/mL), encontra-se representado em
porcentagem de inibicdo do DPPHe. Constatou-se que ER apresentou atividade
antioxidante superior (95% de sequestro de radicais livres) ao controle positivo
(80%) que tratu-se de uma solucdo metandlica da rutina em concentracdo
idéntica do flavonoide presente nos etossomas (0,5 mg/mL). A amostra EB nao
apresentou atividade antioxidante relevante (2,0%) (PARK et al., 2014;
TOUITOU et al., 2000).

4.6. Avaliacao do potencial deirritacdo por método in vitro HET-CAM -Hen's

Egg Test — Chorioallantoic Membrane

Os resultados obtidos no ensaio de seguranca estdo apresentados na
Tabela 11, de acordo com a classificagéo do potencial de irritacdo, apresentada
no Quadro 1 (KALWEIT et al., 1990).

Tabela 11: Resultados do ensaio de seguranga in vitro

NaCl (0,9%) NaOH (1M) SDS (1%) ER  Solucéo rutina
0,5 mg/mL
indice de 0 8,97 6,32 0 0
irritacao
Legenda: ER — etossomas com rutina; SDS - dodecilsulfato de sédio

As solucdes de hidréxido de sédio (1M) e de dodecilsulfato de sédio (1%)
atuaram como controles positivos dos fendmenos de coagulacdo, lise e
hemorragia. De acordo com a classificacdo apresentada no Quadro 1,
categorizou-se 0s controles positivos como moderadamente irritantes (faixa de
5 a 8,9), enquanto que as amostras de etossomas com rutina e solucéo de rutina
(0,5 mg/mL) nédo apresentaram potencial irritante (KALWEIT, 1990).
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4.7. Caracterizacdo fisico-quimica e organolépticas das formulacdes

dermocosméticas

As formulagbes foram avaliadas visualmente quanto ao seu aspecto e
analisadas em relacédo ao valor de pH. Os resultados obtidos encontram-se

expostos na Tabela 12.

Tabela 12: Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das formulacdes

Caracteristicas

Formulagtes Aspecto o Valor de pH
organolépticas
Homogéneo, coloragéo 4.41 +0.04°
A amarela e odor
caracteristico
' ‘ Homogéneo, coloracéo 4,61 £ 0,024
. amarelo claro e inodoro
B :
L\J

Legenda: Resultados de valor de pH expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes

na mesma coluna representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

O co-polimero do &cido sulfénico acriloildimetiltaurato e vinilpirrolidona
neutralizado (Aristoflex® AVC) € um polimero sintético formador de gel em
sistemas agquosos e emulsdes em sistemas oleosos. Os géis formados com esta
matéria-prima apresentam carga anibnica, estabilidade na faixa de pH de 4,0 a
9,0 e transparéncia (ATTWOOD, 2005; PHARMASPECIAL, 2014). Esta base foi
escolhida por apresentar estabilidade fisico-quimica, possibilitando a
incorporacao de farmacos e principios ativos diversos a este veiculo, pelo fato
de ndo ser irritante e ser um bom agente de adesividade de carater ndo pegajoso
(PHARMASPECIAL, 2014).

Quanto aos valores de pH apresentados pelas diferentes formulagdes,

observou-se que, as formulagcdes A e B exibiram valor de pH sem diferencga
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estatisticamente significativa entre elas e compativel com a aplicacdo na pele
dos voluntarios (RAWLINGS & HARDING, 2004; NOTMAN & ANWAR, 2013).

4.8. Atividade antioxidante das formulacdes

O comportamento antioxidante das formulacdes A (etossomas com rutina)

e B (rutina livre) esta retratado graficamente conforme observado na Figura 18.

Figura 18: Atividade antioxidante das formulacées A e B
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Legenda: Resultados de atividade antioxidante expressos como média + desvio padrao. Letras
diferentes acima das barras representam diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos. Os resultados foram avaliados de acordo com o teste t de Student para duas médias

(nivel de significancia = 0,05).

N&o foi constatada diferencas entre a atividade antioxidante apresentadas
pelas formulacdes A (86%) e B (83,5%). Desta maneira, podemos concluir que
o desempenho antioxidante da rutina na formulacdo de escolha, a base de
Aristoflex®, ndo foi influenciado pela sua associacdo aos etossomas, na

concentracdo empregada do flavonoide neste estudo.
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4.9. Ensaios in vivo de seguranca

Os ensaios de irritacdo cutanea sao capazes de comprovar a auséncia de
reacOes de irritacdo na populagdo estudada e consistem em aplicacdo Unica
(irritacdo cutanea primaria) e repetida (irritacéo cutanea acumulada), do produto
(formulacdes) em teste dos participantes, de forma oclusiva. O ensaio de
sensibilizacdo dérmica tem o propdésito de corroborar a auséncia de reacdes
alérgicas por sensibilizagdo (reacdes imunes de hipersensibilidade tardia) na
populacao estudada. Tal ensaio € constituido por trés fases: inducao, repouso e
desafio (COSMETICS EUROPE, 1997).

Para a realizacdo dos ensaios de seguranca in vivo foram recrutados 55
voluntarios, com fototipos de pele entre Il e 1V, segundo escala Fitzpatrick. Os
resultados obtidos para os ensaios de seguranca de Irritacdo Dérmica e

Sensibilizacdo estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Ensaios de Seguranca in vivo das formulagdes A e B

Escala de Draize (edemas e
Participantes eritemas)

Ensaio Clinico .
avaliados

Formulacéao A Formulacéo B

Irritag&o cutanea
primaria e 55 Escala 0 Escala 0
acumulada

Sensibilizacdo

. 55 Escala 0 Escala 0
dérmica

Foi possivel observar que ndo houve qualquer tipo de reacdo que
caracterizasse eventos de irritacdo cutanea primaria e acumulada ou de
sensibilizacdo dérmica, assim, as amostras demonstraram-se seguras nas

condicBes do ensaio.

4.10. Ensaios ex vivo de eficacia

O protocolo experimental ex vivo para as formulacdes A e B foi realizado
com 10 voluntarios saudaveis (todos do sexo feminino), com fototipos de pele
entre Il e V, segundo escala de Fitzpatrick. A média de idade dos voluntéarios foi

26,8 £ 6,46 anos (variagao de 19-39 anos), conforme Tabela 14.
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Tabela 14: Idade e fototipo dos voluntérios selecionados para 0s ensaios ex vivo

Voluntdario 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Média=desvio
Idade 28 21 39 27 34 19 30 21 28 21 26,8 +6,46
Fototipo vV IV | im v 1 1| Il | I N.A.

Legenda: N.A.: ndo aplicavel

4.10.1. Atividade antirradicalar ex vivo pelo método tape stripping

Com o intuito de avaliar a atividade antioxidante das formulacbes e a
distribuicdo da rutina das formulagfes no estrato cérneo, as 20 fitas removidas de
cada area foram organizadas em trés grupos distintos: fita 1; fitas de 2 a 10; e fitas
11 a 20. A atividade antirradicalar apresentada pela pele tratada com as
formulacdes A e B, assim como pela pele ndo tratada, encontra-se disposta na
Tabela 15 e na Figura 19.

Tabela 15: Atividade antioxidante da epiderme, de acordo com ensaio ex Vivo,
em porcentagem (%) de inibicdo do DPPH

Amostras Fita 1 Fitas 2 a 10 Fltagoll a
Pele néo tratada (controle) 23,89 & 66,66 * 66,78 £
6,71 % 4,618 % 5,688 %
A (etossomas com rutina) 24,61 + 60,34 £ 65,71 +
8,35 % 13,368 % 2978%
B (rutina livre) 25,45 * 63,27 + 60,53 +
6,814 7,048 % 10,578 %

Legenda: Atividade antioxidante da epiderme expressos como média + desvio padrdo. Letras
diferentes representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os resultados
foram avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way, seguido de teste de Tukey
para comparagao entre os grupos (nivel de significancia = 0,05).
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Figura 19: Atividade antioxidante da rutina em voluntarios
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Legenda: Atividade antioxidante expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes
acima das barras representam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os
resultados foram avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way, seguido de teste
de Tukey para comparacao entre os grupos (nivel de significAncia = 0,05).

Os valores de atividade antioxidante foram expressos em porcentagem de
inibicdo do radical livre DPPH. A partir da avaliacdo dos resultados,
independente da formulacéo aplicada (A ou B) ou da auséncia de aplicacdo da
formulacéo (controle), a resposta antioxidante da pele néo sofreu alteragéo.

A atividade antirradicalar das amostras de estrato cérneo, presente na
“Fita 17, nao foi diferente das amostras de pele ndo tratada, tratada com a
formulacdo A e tratada com a formulagdo B. O mesmo ocorreu para os demais
grupos: “Fitas 2 a 10” e “Fitas 11 a 20”. Pode-se justificar tal perfil de resultado
em funcdo da concentracdo de rutina nas formulacbes A e B, considerada
reduzida, logo, ndo suficiente para a interferir positivamente na atividade
antioxidante da pele. Assim, a atividade antioxidante observada neste ensaio
pode ser relacionada ao sistema antioxidante cutaneo, formado por substancias
enzimaticas e nao-enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, pode-se
citar a glutationa peroxidase, a superoxido dismutase e a catalase. Os
antioxidantes ndo-enzimaticos presentes na pele sdo representados pelos mais
diversos compostos, obtidos endégena ou exogenamente, dentre estes, pode-
se citar os hormonios estradiol, estrégeno, melatonina, acido lipoico e melanina,
entre outros (GUARATINI, 2007).
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Alonso e colaboradores, 2009, determinaram a eficacia de duas
formulagbes antioxidantes, uma contendo as vitaminas A, C e E, e outra
contendo extrato de peixe. No referido estudo, os pesquisadores avaliaram o
impedimento da peroxidacdo lipidica na camada cornea apds exposicdo da
radiacdo UV. Ambas as amostras foram aplicadas nos antebracos de voluntarios
e, depois do periodo de 7 dias, a técnica de tape stripping foi aplicada. A
peroxidacao lipidica foi avaliada ex vivo apos irradiacdo de UV das amostras de
estrato corneo. Alonso e colaboradores, 2009, demonstraram a eficacia
antioxidante das formulacfes, visto que a inibicdo da peroxidacéo lipidica foi
entre 40 e 58% (Alonso et al. 2009). Em comparacdo com o presente estudo,
pode-se sugerir que o aumento do niumero e da frequéncia das aplicacbes das
formulacdes, bem como ajuste da forma de aplicacéo, realizando-na de forma
oclusiva, por exemplo, seriam estratégias para averiguacdo da capacidade
antioxidante das formulacdes testadas (Alonso et al. 2009; Lademann et al.
2009).

4.10.2. Estudo ex vivo da permeacdao da rutina livre e em etossomas pelo

método de tape stripping

A avaliagdo da permeacado cutanea da rutina livre e em etossomas foi
realizada com pretensdo comparativa, para avaliar se a rutina em etossomas
permearia de forma mais eficiente. Avaliando a distribuicdo das formulacdes no
estrato cérneo, por meio da quantificacdo da rutina em cada conjunto de fitas (fita 1,
fitas 2 a 10 e fitas 11 a 20), obseravam-se diferencas entre as profundidades de

retencdo na pele, conforme dados da Tabela 16 e da Figura 20.
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Tabela 16: Concentragcdo de rutina quantificada por tape stripping nos
voluntarios, em ug/mL

Amostras Fita 1 Fitas 2 a 10 Fitas 11 a 20 Total

A
(etossomas 0,135+ 0,081* 0,292 + 0,092* 0,090 + 0,037 0,518 £ 0,211*
com rutina)

B (rutina

livre) 0,471+0,2618  0,279+0,194* 0,027 +0,023* 0,777 +0,478*

Legenda: Resultados de permeacao cutanea da rutina, em etossomas (A) e livre (B) na epiderme
expressos como média percentual + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Os resultados foram
avaliados de acordo com o teste estatistico ANOVA One-Way, seguido de teste de Tukey para
comparacao entre os grupos (nivel de significancia = 0,05).

Figura 20: Concentracao de rutina quantificada por tape stripping nos

voluntarios
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De acordo com as concentracdes de rutina quantificada por meio da
técnica de tape stripping, pode-se perceber diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras A e B em relacéo as porcdes de fita 1 e fitas de
11 a 20. Constatou-se que a rutina livre (Formulagéo B), permaneceu retida nas
camadas superiores do estrato cOrneo enquanto que a rutina em etossomas
apresentou tendéncia a permeacdo cutanea, fato comprovado por meio da

compararagcao entre as concentracfes de rutina das porc¢des citadas. Assim,
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constatou-se que a incorporacao da rutina nos etossomas propiciou aumento da taxa
de permeacéo cuténea. Tal perfil deve-se ao fato de que os etossomas séo vesiculas
maledveis capazes de permear entre os cornedcitos, facilitando a passagem de
moléculas de interesse, conforme demonstrado em literatura (PARK et al., 2014;
TOUITOU et al.,, 2000). Para se comprovar tal hipétese, pode-se sugerir a

realizacdo de ensaio de permeacéo cutanea in vitro (BENFELT, 2007).

Ademais, a partir do ensaio de permeacéao cutanea no qual se determinou
o total de rutina que penetrou/permeou através/na pele, observou-se que néo
houve a recuperacao total do principio ativo. Recuperou-se 0,518 + 0,211 ug/mL
da rutina em etossomas presente na formulagédo A e 0,777 £ 0,478 ug/mL da
rutina livre presente na formulacdo B, concentracbes estas ndo diferentes.
Esperava-se encontrar a concentracao total de 1,5 ug/mL, correspondente a
massa total de rutina aplicada na pele dos voluntarios. Este fato pode ser
atribuido a remocgdo mecanica das formulacdes aplicadas, pelo préprio
voluntario, por exemplo. Assim, poderia-se sugerir que, em estudos futuros, a
aplicacao das formulacdes ocorresse de forma oclusiva, ou até mesmo aumento
das aplicagOes das formulagdes.

Paolino e colaboradores, 2005, compararam a permeacao do nicotinato
de metila em etossomas a substancia em solucdo etandlica e aquosa. A
permeacao cutanea foi avaliada por meio do estrato cérneo da epiderme humana
proveniente de cirurgia de reducdo de abdémen, utilizando células de difusédo
vertical. Os pesquisadores observaram que o0s etossomas foram capazes de
otimizar a permeacdao do nicotinato de metila em até 40%, ap6s 24h da aplicacéo
da formualcao (Paolino et al. 2005).

Ascenso e colaboradores, 2015, avaliaram a permeacgdo cutanea da
cafeina em etossomas, transetossomas e transferossomas por meio do uso de
células de difusao e pele de orelha de porco. Estes observaram que as diferentes
vesiculas apresentaram perfis de permeacdo distintos (cafeina nos
transetossomas permeou mais, seguida dos etossomas e transferossomas),
porém, todas foram adequadas para penetracdo mais profunda do alcaldide
(Ascenso et al. 2015).

Li e colaboradores, 2012, associaram o farmaco tacrolimo a etossomas e

compararam a permeacgdo cutédnea das vesiculas etossomais com pomada
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disponivel no mercado com o mesmo farmaco. O estudo envolveu a utilizacao
de células de difusdo vertical e pele de rato Wistar. Os pesquisadores
observaram que a quantidade restante do tacrolimo na epiderme, no final de 24h
do experimento, foi superior no sistema etossomal em relacdo a pomada
comercial, sugerindo que os etossomas desenvolveram maior capacidade de

penetracdo nas camadas mais profundas da pele (Li et al. 2012).

Park e colaboradores, 2014, avaliaram a permeacao da rutina em solucao
etandlica, solucdo aquosa e em vesiculas lipossomais e etossomais, por meio
de ensaio com células de difuséo e pele de rato albino. Constataram que 61,30%
da rutina presente em etossomas foi capaz de permear a pele, contra 44,16% da
rutina em solucdo etandlica, 37,8% da rutina em lipossomas, e 18,31% do
flavonoide em solucéo aquosa (Park, Lee, and Gu 2014). Os estudos registraram
elevacdo da permeacédo cutanea de diversos tipos de substancias incoporadas
em etossomas, quando em comparagdo com suas solugcbes aquosas ou
etandlicas. Assim, 0s etossomas apresentam-se como tecnologia relevante na
otimizacdo da eficacia de formulacdes de uso tépico, seja com finalidade

cosmeética ou farmacéutica.
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7. CONCLUSOES

e Obtencéo dos etossomas
Por meio da técnica de hidratacdo de filme, foram obtidos etossomas contendo
ou ndo rutina, com particula em dimensdo nanométrica (369,5 e 247 nm,
respectivamente). A rutina associada ao sistema etossomal foi quantificada por
meio de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, e a taxa de associacao obtida
foi de 80,1%.

e Caracterizacao fisica e fisico-quimica das nanoparticulas
Os etossomas com e sem rutina foram caracterizados quanto ao tamanho de
paticula, potencial zeta e valor de pH. O potencial zeta, para os etossomas sem
rutina correspondeu a -39,3, enquanto que 0s etossomas com rutina
apresentaram potencial zeta de -19,6. O valor de pH dos etossomas com e sem
rutina, correspondeu a 4,11 e 3,90, respectivamente.

e Avaliagdo da segurancga dos etossomas, em ensaios in vitro e in vivo
Por meio dos ensaios in vitro (Het-cam) e in vivo, foi possivel constatar a
seguranca das vesiculas etossomais e verificar sua aplicabilidade em ensaios ex
vivo de permeacéo e atividade antioxidante em voluntarios.

e Formulacdes dermocosméticas
Formulagfes a base do co-polimero do &cido sulfénico acriloil-dimetiltaurato e
vinilpirrolidona  neutralizado foram  desenvolvidas e  apresentaram
compatibilidade com os compostos ativos.

e Ensaios ex vivo
Os etossomas foram capazes de auxiliar na permeacao cutanea da rutina,
guando comparado com formulacdo contendo a rutina em sua forma livre.
Porém, devido, provavelmente, a concentracdo reduzida da rutina empregada
nas amostras, ndo foi observada atividade antioxidante superior a da propria

pele.
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ANEXOS

Anexo A: Informacgdes para os Membros de Bancas Julgadoras de

Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

Faculdads da Clénclas Farmacduflcas
Secretana g8 Pos-Graduapdo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras d=
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao ora do seu trabalho, com duraczo
maxima de trinta minutos,

2. Os membros da banca fardo a arglicao oral. Cada esaminador
dispora, mo maximo, de trinta minutos para arglir o candidato, exdusivamente sobre
o tema oo trabalho apresentado, & o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta,

2.1 Com a devida anuénda das partes (examinador e candidato), €
facultada a arglicao na forma de didlegs em ate sessenta minutos por examinador,

3. A sesz3o de defesa serd aberta ao piblico,

4, Terminada a arglican por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente & expressara na ata [relatoro de defesa) a aprovacso ou
reprovacao do candidato, baseando-s2 no trebalho escrito & na arglicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidsto, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser esaito em campo exclusivaments indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovedo o aluno gue obfiver aprovacao por

unanimidade ou pela maioria da hanca,
5. Dvidas poderao ser esclarecddas junto & Secretariza de Pos-
Graduaczo: pgfarma@usp.be, (11) 3091 3621.

Sao Pada, 23 de maio de 2014,

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCR/USE

Mg Pl Lingw Praxies, 500 Dizoo 13 & - Cikdacs Urkamiics - CEF OSSO0 - Gl Pauk: - 55
Fors: 1) X 30 - Fae (05 30 ¥4 - ek pohrmmapas &
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Anexo B: Curriculo Lattes — Thalita Marcilio Candido

Thalita Marcilio Candido

Endereco para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/8228296283534091

Resumo informado pelo autor

Mestranda na area de Producdo e Controle Farmacéuticos pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. Farmacéutica formada em julho de 2013 pela
Faculdade de Farméacia da Universidade Presbiteriana Mackenzie - Campus Higienopolis.
(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome

Filiacéo

Nascimento

Carteira de Identidade
CPF

Endereco residencial

Endereco eletrénico

Thalita Marcilio Candido

Gercino Marcilio Candido e Maria Salete Candido

22/04/1988 - Sao Paulo/SP - Brasil

438878632 SSP - SP - 02/07/2005

370.304.928-62

Rua Bernardo Correia Leitdo
Parque Regina - Sao Paulo
05773-020, SP - Brasil
Telefone: 11 95321146

E-mail para contato : thalitamcandido@usp.br
e-mail alternativo : thalitamcandido@gmail.com

Formacgéo académica/titulacdo

2014 Mestrado em Farmaécia.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF, Brasil
Titulo: Desenvolvimento e caracterizacéo fisico-quimica e funcional in vitro de etossomas
contendo rutina de orientagédo de uso cosmético

Orientador: André Rolim Baby @

2009 - 2013 Graduacdo em Farmacia.
Universidade Presbiteriana Mackenzie, MACKENZIE, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Desenvolvimento de gel com nanoparticulas de zidovudina constituidas de iso-
butilcianoacrilato e revestidas por acido hialurénico
Orientador: Marcelo Guimarées


http://lattes.cnpq.br/2063303363258969
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Formagéo complementar

2012 - 2012 Extensao universitaria em Andlise Forense de DNA.
Renova Cursos, RENOVA CURSOS, Brasil

2011 - 2011 Extensao universitaria em Francés - nivel 2 Curso de Férias.
Faculdade de Filosofia, Letras e Ciéncias Humanas, FFLCH, Brasil

2010 - 2010 Extensao universitaria em Francés - nivel 1.
Faculdade de Filosofia, Letras e Ciéncias Humanas, FFLCH, Brasil

Atuacao profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - FCF

Vinculo institucional

2012 - 2013

2. Universidade Presbiteriana Mackenzie - MACKENZIE

Vinculo
institucional

2011 - 2011 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estudante Pesquisador , Carga
horéaria: 6, Regime: Dedicacao exclusiva

Projetos

Projetos de
pesquisa

2012 - 2013 Desenvolvimento de gel com nanoparticulas de zidovudina constituidas de iso-
butilcianoacrilato e revestidas por &cido hialurénico
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Descrigéo: A presente pesquisa teve por finalidade estudar a estabilidade de um gel
base de Carbopol®, acrescido de nanoparticulas de zidovudina, para ser empregado
em estudos de permeacé&o cutanea.

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (1);

Integrantes: Thalita Marcilio Candido; Vladi Olga Consiglieri (Responsavel)

2011 - 2011 Conyza bonariensis: Aspectos boténicos, avaliacdo de perfil quimico, atividade
antifingica e toxicidade.

Descrigéo: O objetivo do projeto era averiguar qualitativamente e quantitativamente a
capacidade antifungica do 6leo essencial extraido da espécie Conyza bonariensis.
Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Thalita Marcilio Candido; Jan Carlo Morais Oliveira Bertassoni Delorenzi
(Responsavel)

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , L& Bem
Espanhol Compreende Razoavelmente , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé Bem
Francés Compreende Razoavelmente , Lé Razoavelmente

Portugués Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem, Lé Bem

Prémios e titulos

2013 Melhor aluna do Curso de Bacharelado em Farmacia da Universidade Presbiteriana
Mackenzie, Universidade Preshiteriana Mackenzie

Producéo

Producao técnica

Demais producgdes técnicas

1.

- CANDIDO, T. M., CONSIGLIERI, V. O.
Desenvolvimento de gel com nanoparticulas de zidovudina constituidas de iso-butilcianoacrilato
e revestidas por acido hialurénico, 2013. (Relatério de pesquisa)
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2. CANDIDO, T. M., DELORENZI, J. C
Conyza bonariensis: aspectos botanicos, avaliagcao de perfil quimico, atividade antifungica e
toxidade, 2011. (Relatorio de pesquisa)
Eventos
Eventos
Participacdo em eventos
1. 90 Semana Académica do Curso de Farmacia, 2014. (Encontro)
Farmacéuticos mackenzistas no mercado de trabalho.
2. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) Mostra de trabalhos do Centro de Ciéncias Biolégicas e da
Saude da Universidade Presbiteriana Mackenzie, 2013. (Encontro)
Desenvolvimento de gel com nanoparticulas de zidomidina constituida de iso-butilcianoacrilato e
revestidas por acido hialurdnico.
3. XXl Semana de Recrutamento - Estagiarios e Trainees, 2013. (Outra)
4, Curso de Andlise Forense de DNA, 2012. (Outra)
5. Jornada da Educagéo - Anhanguera, 2012. (Outra)
6. Diado Ensino Responsavel, 2012. (Outra)
7. 7aSemana Académica de Farmacia, 2012. (Outra)
8. 30 Roteiro Universitario, 2012. (Outra)
9. Visitatécnica a divisédo de Farmécia do Hospital das Clinicas, 2012. (Outra)
10. Visitatécnica a Natura, 2012. (Outra)
11. Suplementos Alimentares, 2011. (Outra)
12. Nutricosméticos, 2011. (Outra)



13. Visitatécnica a Farmacia Pharmactiva, 2011. (Outra)

14. Mackpesquisa, 2011. (Simpésio)

15. International Standing Conference for the History of Education, 2011. (Congresso)

16. Biotecnologia, 2011. (Outra)

17. V Semanade Farmécia da Universidade Presbiteriana Mackenzie, 2010. (Outra)

18. IV MOSTRA DE TGl DO CURSO DE FARMACIA, 2009. (Outra)

19. Palestra Farméacia Homeopética, 2009. (Outra)

20. Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia/Semana Cientifica do CCBS, 2009. (Simposio)
Totais de producao

Producdao técnica
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Relatorio de pesquisa 2
Eventos

Participagbes em eventos (congresso) 1
Participagbes em eventos (simpdsio) 2
ParticipagBes em eventos (encontro) 2
ParticipagBes em eventos (outra) 15



Anexo C: Ficha do Aluno — Thalita Marcilio Candido

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

FICHA DO ALUNO

9139 - 7227958/1 - Thalita Marcilio Candido

Email: thalitamcandido@usp.br

Data de Nascimento: 22/04/1988

Cédula de Identidade: RG - 438878632 - SP

Local de Nascimento: Estado de Séo Paulo

Nacionalidade: Brasileira

Graduacdo: Farmécia - Universidade Presbiteriana Mackenzie - S&o

Paulo - Brasil - 2013

Curso: Mestrado

Programa: Farmaco e Medicamentos

Area: Producao e Controle Farmacéuticos

Data de Matricula: 11/02/2014

Inicio da Contagem de Prazo: 11/02/2014

Data Limite para o Depdsito: 11/08/2016

Orientador: Prof(a). Dr(a). André Rolim Baby - 11/02/2014 até o
presente. Email: andrerb@usp.br

Co-orientador: Prof(a). Dr(a). Catarina Batista Fialho Rosado - 03/12/2014

até o presente. Email: catarina.rosado@ulusofona.pt
Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 11/02/2014

Data de Aprovacéo no Exame de

Qualificacio: Aprovado em 27/03/2015

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacéo da
Banca:

Data de Aprovacédo da Banca:
Data Méaxima para Defesa:

Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 11/02/2014
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Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolucédo n® 6542 em vigor a partir de
20/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 03/02/2016
Impresso em: 05/07/2016 18:16:22

9139 - 7227958/1 - Thalita Marcilio Candido

Nome da Término Carga
Disciplina Horaria

Tépicos Gerais
FBF5777- de Farmaco e
3/2 Medicamentos
|

13/02/2014 28/05/2014 45 3 93 A N  Concluida

Utilizagdo de
Sistemas
Bioldgicos In
Vitro, Ex Vivo e
In Vivo na
Avaliacao de 17/02/2014 30/03/2014 30 2 80 A N Concluida
Eficacia e
Seguranga de
Farmacos,
Medicamentos
e Cosméticos

FBF5811-
11

Preparo de
Artigos
FBFOTTY" Cientificosna  03/04/2014 0410612014 90 6 100 A N Concluida
Area de
Farmacia

Formulacao de
FBF5702- Produtos
6/1 Cosmeéticos e
Cosmecéuticos

04/08/2014 07/09/2014 75 5 100 A N  Concluida

Pré-
19/08/2014 15/09/2014 60 0 - - N matricula
indeferida

FBA5728- Aprimoramento
3/10 Didético

Delineamento
de
Experimentos
FBF5805- e Ferramentas
1/3 Estatisticas
Aplicadas as
Ciéncias
Farmacéuticas

24/09/2014 28/10/2014 45 3 100 A N  Concluida

Metodologia do

Ensino

Superior

(Faculdade de 10/03/2015 20/04/2015 60 0 - - N
Educagéo -

Universidade

de S&o Paulo)

EDM5791-
7/1

Matricula
cancelada

Preparacéo
Pedagodgica
PSASB66- (Institto de14/03/2015 20/04/2015 30 o - . N Maticula
4/6 Psicologia - cancelada
Universidade
de Sao Paulo)

NEC5719- Preparagdo Matricula
21 Pedagégica 11/03/2015 29/04/2015 30 0 - - N cancelada
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(Instituto de
Psicologia -
Universidade
de S&o Paulo)

Tépicos de

Epistemologia

e Didéatica

(Faculdade de  13/03/2015 04/06/2015 120 8 95 A N  Concluida
Educagéo -

Universidade

de Sao Paulo)

EDM5804-
72

FBA5728- Aprimoramento ) ) Matricula
3/11 Didatico 14/04/2015 11/05/2015 60 0 N cancelada

Introdugéo a
Andlise
Térmica

QF';?’Z“‘ (nstituto de ~ 24/08/2015 04/10/2015 90 6 97 A N Concluida
Quimica -
Universidade

de Sao Paulo)

_ Créditos minimos exigidos obtidos
Para exame de Para deposito da
qualificagcao dissertacao

‘Dlsupllnas

‘Estégios: ‘ ‘ ‘

Total: | 0 | 25 | 33

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Conceito a partir de 02/01/1997:

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

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

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 03/02/2016
Impresso em: 05/07/2016 18:16:22
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Anexo D: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em

Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA %W
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: Desenvaolvimants g GEI-HE:TEI'IIEF-EE fislco-quimica e funclonal In witro & ex vivp de
eioEs0mas contendo muilna de uso dermocosmetico

Peaquisador: Anore Rollm Eaoy
Lrea Tematica:

Wersdo: 2

CAAE: A44750715.5.0000.0067

Ingtitulgde Proponents: Faculdade de Cléncias Farmacéuticas 4a Unlversidade de Sao Pauk
Patrocinador Princlpal: Financamentd Progro

DaD0E DO PARECER

Humears do Parecer: 1.141.650
Dafa da Aelatorta: 20062015

apressntagdo do Projeto;
& proposta do projetn & o desenvalvimenio & a caracterizagdo fislco-quimica e funclonal In vitro & ex vivo de
eiossomas contendo ruting gue & um flavonolde para aplicagdo dermocosmetica. 05 flavonoides sdo
encontrados em aoundancia na natureza, em varedade de especles vegetals, @ apresentam capacidage
antiogidante, assim, 52 tmam atemativa Interessante como matdda-prma no desenvolimenio de novos
cosmetieos antioxidantes. & rutina, flavonolde escalhido coma molécula bioatlva para o desenvalvimenio do
presente projeto, aoresenta balda taxa de permeagdo culdnea. Para gue os bensficios da atvidade
antiowidants da ruting possam ser aplcados 3 pele, se 132 necessano que possinlitemos o aumento da taxa
de permeagdo cutdnea do flavonolde. Assim, a rutina sera nanoestuturada e 3s500/ada 4 uma fomulagao
simples (gel) &, desta forma, espera-s2 obeervar 3 elevacio significativa da taxa de penetragdo do
flavonaolde resultando &m resposta antioxidante supsrior na pele. A rulina s2ra nanoencapsulada na foma
de etossomas de fostatidicoling de gema de ovo por melo da técnica de dispersdo mecanica seguida de
nova hidratagdo de fMime (pidco. As nanoparticulas serdo anallsadas quanto ao tamanho de particula,
potencial zefa, taxa de encapsulagdo da rulna e atividade antirradicalar. As formulagles serdo
des2nyvalidas & avalladas quanio ao valor de pH, viscosldade aparente e caracteristicas organoiépticas,
3sslm como o5 1estes

Ersgsregac  Aw. Prof. Linesu Presies, S80, Blooo 134, sals 112

Balro: Sutantd CEP: [5.508-D00
UF: 55 Muniolplo:  SAD FALILD
Tedefone:  [11)3081-3522 Far- [11)3039-5326 Emalt Dapfch@iusp b

Pigina (H da 4



92

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W
UNIVERSIDADE DE SAQ

Confruscio do Ferscsr 1. 1471850

de eflcacla antloxidante ex vivo & permeacdo cutdnea ex vivo serdo reallzados no Laboratorio do
Departamenio de Famaco & Medicamentos da Facwdage de Clénclas Farmacdubicas da Universidage de
530 Paulo.

Objafivo da Peaqulza:
Os objeivos da pesquisa 530

{l) desenvolvimento de etossomas contendo muilna a partr da fosfatidicoling de gema de owve; (I}
caracierizagdo fisica, fislco-quimica e funclonal das nanogariiculas; (1) avallagdo da seguranga das
formulagdes In vive, por melo dos ensales de Imtagdo cutdnea primarla, imtagdo cutdnea acumulada,
sensipizagdo dermica, totoimiagdo e fotossensibllizagdo (W) 2siudo In vivo da Iberagdo da rutina Ivre
nanoestruturada (etossomas) e da atividade anfloxldanie pela 1écnica de tape sbipping na pele de
woluntarios.

Evallagdo dos Rlscos & Bansficios:

0% pesquisadores declaram:

Riscos: todas a5 subsianclas que compdem o produto 530 8BS0 habliual & conslderadas seguras pard a
finaligade que s& destinam & na forma ge aplicagdo poposta. Mo entanto, ainda Que raras, ressallamos que
reaglies Inesperadas, decomentes da aplicagan toplca do(s) produtofs) em tesie, podem ocormer, Inciulndo
dermatites de contato efou alérgica com Intensidades vanavels, podendo s2r graves.

Quanto & possivel necessldade de ratamento de manchas a3pos 0 testes em que serd felta a Imadiagdo da
pels, 3 Dra. Lelia David Eloch do Instituto IPCHN, reallzara & acompanhara esse ratamento apos a
finalizagio da pesquisa, CAS0 583 NECessario.

Beneficlos: NA0 havera nenhum beneficlo financairo & a salde dos pariclpanies, pols este & um produts
cosmetico. No entanto, 3 pesguisa pode ampllar o conhecimenio sobie a

sEgQUranga e eflcacla o2 produtos cosmEetcos.

Comentarlos e Conslderagies sobre a Pesqulsa:

08 ensalos In wien s2rda realzados no IPCIN — Insttuto g2 Pesquisas Clinlcas Integradas, locallzass & Rua
Evandro César Gnaccarnl, 235 - Vila das Hort2nclas - Jundial -5P, sob a responsabliidade da medica
dermalpioglsta e diretora do IPCIn, Dra. Lela David Slech. O IPClin presta serigD em peequisa clinica, com
realzagdo de tesiss 02 SEQUIANGA & efcicla de produios

Envderegoc M. Prof. Uineu Presies, 80, Blooo 134, saks 112
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cosméticos. O Instiuio de Pesquisas Clinicas Integradas tem 3 sua disposigdo dols laborataros para
atendimento dos voluntarios das pesquisas, local adequado para armazenamento dos produtos em estudo
conforme necessidade de cada formwagdo @ recepcdo para primelre atendments aos voluntados, além de
possulr todos 0f equipamentos especcos para a reallzagdo dos iestes proposios In wive por este
projeto. Tals testes compraendem: imitagdo culanea primarla, Irmitagdo cutinea acumulada, sensiblizagdn
darmlca, fotoirritagdo 2 folossensibliizagao.

O engalos 2x wivo [permeacdo 2 allvidade ani-oxidante) s2rdo reallzados no Laboraiono de Cosmeiniogla
da Faculade de Cl2nclas Farmacéullcas da Universidade de S3o Pawo, localizada na Avenlda Professor
Lineu Prestes, n"580. O Laboratdrio de Cosmetolagla encontra-se sibua®d no Dloco 15 da referida Tacukdade
2 apresenta todos of equipamentos necessanas para execugdo 005 testes pravistos nesie projeto, bem
como um lhocal adequads para receber cada um dos voluntanos deste estudo.

Para a reallzagdo dos testes In vive no Instituto 1Pciin, o5 participantss do estwdo s30 ssleclonados por
recrutadores profissionals quanto aos quesitos: residr, rabalhar ou estudar nas proximidades do local de
realizagan da pesqulsa.

Todas as Informagies contidas no TCLE serdo lldas em voz aita para os voluntaros e possivels
questionamentos serdo esclarecidos pelos Pesguisadores, Individuaimentie ou em grupos de alé cinco
voluntarios, no pimeiro dia de cada estudo. Havera acompanhamento médico constante duranie o estudo,
pela pesquisadora responsavel pelo mesmo, 3 Ora. Lella Bloch. Ma ceoménela de reacles adversas, o
Insiitute 52 responsabliizard por prestar e arcar com as despesas envalvendo atendimento,
acompanhameanto medico & fomecimento de medicamenios. Para o atendimento madico, os particlpantes
serio levatos a0 Hospital convenlado 20 estudo, com despesas cobertas pelo Instiubo. Para os ensalos ex
vivo, 3 metodologla de recrutamento & axecucio, bem como o acompanhamento dos voluntaros e fodos os
procedimantos descrtos aeima, serdo seguidos da mesma farma. & anlea diferenca

serd o local de execucdo do beste, que tambeém modificard o enderago dos particlpantes voluniaros
recrutados, visto gue estes deverdo residir, trabalhar ou estudar nas proximidades do local

O pesguisador responsavel, Prof. Or. André Rolim Baoy e 3 pesquisadora assoclada Thallia Marciio
Candigo s2rdo responsavels por prestar atendimanto em casos de Intereorrénslias, encaminhanda e
acompanhando of voluntanos ao Hospital Universitano 43 Universidase g2 530 Paulo. 06 pesquisadores
estario disponivels durante 24 noras, todos os @as, Inciuslve feriados e fing de semana. Tals Informagles
2sido presentes nas “versdes 2° g2 todos os TCLEs comgldos, assim

Ersdersgo: M. Prof. Linsy Presies, S50, Blooo 134, sals 112
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comao 0F telefones de contato dos pesquisadones.
Conglderagtes sobre o Termos de apresentagdo obrigataria:
Todos foram apresentados.

Recomandagiss:
Hdo ha nowas recomendagdes.

Conclusles cu Pendénclas & Lista de Inadaquaghses:
Az natequacdies foram comgldas & a5 pendénclas foram atendidas.

SHuagdo do Parecer:
Aprovado

Hacesslta Apraclagio da CONEP:
Wdo

Conslderagtas Finale a critério do CEP:
Ezie CEP entende que o projeto de pesquisa pode ser aprovada.

SAD PAULD, 07 g2 JulhD ge 2015

Agsinado por:

Mauriclo Yonaming
{Coordenador)

Enederegac  Aw. Prof. Linesu Pressies, 580, Blooo 134, sala 112
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Anexo E: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
para os ensaios de Irritacdo Cutanea Primaria, Irritacéo

Cutanea Acumulada e Sensibilizacdo Dérmica

- Pclin

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

AVALIACAC DAIRRITACAD CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAC CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZACAQ DERMICA

1. Informagdes do Participante da Pesquisa [para preenchimento)

MNome:
Documanto de ldentidade (nomsano): Sewo: | JM { JF
Local de Mascimanto: Osts d= Mascimento:

Enderago:
Complemento; Bairro: CEFP:
Cidade: Estzdo:
Telefons (residanciall: Telefons {celular)y:

2. Dados sobrea Pesquisa

Titule da Pesguisa: Desenvolvimento & caracterzagdo fisico-guimica e funcional in vitro e ex
vivo de etossomas contendo riting de wso dermososmatico

Pesguissdor Responsswel: Or. Andre Ralim Baboy [ fone: (11) 3091-2258 = {11) 24225-00332
- Professor Dowtor da Universidads de 530 Paulo (Facukdsds de Cigncias FarmacSuticas)

Pesguissdor Associsdo: Thalita Marcilio Candido [ fone (11) 5512-264T7 = (11) D4882-E865
- Pesguisadors da Universidade de 530 Paulo (Faculdsde de Cigncias FarmacSuticas)

Medico Dematologista: Dra. Leila David Bloch [ fons: {11) 4583-4444 = {11) 5T030-2777
- Dirstora Meadica do |Pclin Insfiuto de Pesguisa Clinica Integrada

Duracio da Pesguisa: 5 semanas Risoo ds Pesguisa Minimao

Fams etaris dos panticipsniess ds pesquss: d= 18 3 80 anos

Vool estd sendo convidado & participsr de uma pesguisa gue tem como objetivo avaliar o
potencial imitante efou slergénico de produtos cosmeticos antioxidantes. Pedimos gqus ki
detslhadamente este Termo de Consentimento &, s3penss 52 concordsr com oS iens
mencionados, 5sine-o em duss viss [uma delss ser3 entregue 3 vood). Todss 35 dividas
surgidss dursnts ou 3pos o estedo serdo prontamente esclarecidss.
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TERMO DE CONSENMTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDG - TCLE

AVALIACAO DAIRRITACAD CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAD CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZACAD DERMICA

Fara a realizagaoe deste estudo, vood comparecerd 30 Institute de Pesquisa em dias pré-
estabelecidos, duranie cinco semanas. No primeino dia, serd realizada uma avaliagdo dinica da
sua pele por um medico dermatologists, com posterior aplicacio de um adesive, contendo ofs)
produto(s) em teste, &m suas costas.

Apos dois dias de contato do{s) produtef{s) com a pele, voos retomars 3o Instituto para a
remocio do adesivo e keitura das aress de suas costas expostas aofs) produto(s), com

svalizgio de possiveis rescdes de imitagSo primaris.

Durante as trés semanas seguintes, a etapa de aplicagao (descrita acima) serd repatida am
dias pré-estabelecidos, com reaplicacdo dofs) produto(s) sempre o mesmo local de suas
COStas, por meio da troca do adesivo. A sus pele sers avalisds 3 cads etspa de aplicacio, pars
avaliacio de possivels reaghes de imtagdo acumulada.

Apds o periedo de aplicacdo de trés semanas, havera um periedo de repouso de, no minimao,
10 dias, onde nenhum adesivo sera aplicado ou ficard em suss costas. Neste periodo, vood ndo
precisard companscer 30 Instituto em nenhum dis.

Apds o periedo de repouso de 10 dias, vood retornara 20 Instituto para aplicacio de um nove
sdesivo contendo ofs) mesmofs) produtofs) em teste, em local vingem de suas costas (ndo
utilizado anteriormente para aplicagSo de adesivos).

Finzlmante, apss dois dizs de contsto do produto com & sus pele, voog retornard 30 [nstituto
para a remogao do adesivo e keitwra das areas de suas costas expostas a0 produto, com

avaliagio de possives reagdes de sensibilizacio elou alergis.

Splicitamos gue durante o pericdo de estudo (incluinds trés dizs antes doinicio do enssio 2 trés
dizs apis a sua finalzacio) vood nao altere seus habitos de higiens, dieta, medicamentos,
cosméaticos = exercicios; ndo se exponha sxcessivaments a0 sol; 2 ndo apligue gualgusr
produte no local de realizacio do teste.

96



r',_.:_:.
LY :.-!":

Uninnersidade ge Sdo Fai P

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE

AVALIACAD DAIRRITACAC CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAQ CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZACAQ DERMICA

Todas 35 substancias gue compdem o produte 530 de uso habitusl & consideradss seguras
para 3 finalidade que se destinam e na forma de aplicagao proposta. No entanto, ainda que
raras, ressaltamos que reacbes inespemdas, decomentss da aplicaco topica dofs) produtols)
em teste, podam ocorrer, incluindo dermaties de contato afow slEngics com intensidsdes
Varisveis, podendo sar Qraves.

Zarantimos gque os cuidsdos & scompanhamsanto necessarios serdo fornecidos pelos
pesquissdores & medico dermsatologists dursnte todss 35 stspss do estudo. Caso vocd
necessite de assisténcis medics ou esclarecimeanto, favor entrar em contsto com o IPelin
Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rua Evandro César Gnaccarini, 225, Vils das
Horéncias, Jundizi/ 5P, CEF: 13205410, telefone: {1 1) 408T-0052 {horario comerncial) ow {11}
ST030-2TTT (contato de emergéncia disponivel 24 horas).

Em caso de reagbes adversas que necessitem de acompanhamento ambulatorial efou
internag S0, 05 responsaveis pela pesquisa, inclundo madico dermatologists, Ihe scompanhario
st o Hospital S5anta Elisa (Rus Socrates Farnandes de Olvars, 70, Thacsrs Urbans, Jundal
EP, CEP: 13201-538, t=lefons: {11) 4583-4444), gue apres=enta infrasstrutura adeguada para
quakquer tratamento que se faganecessano. Garantimos que todas as despesas decomentes
4o tratamento serd0 arcadas, d= forma integral, pelos responsaveis por =sta pesguisa.

Vo2 ndo obiterd nenhum bensficio financeino 2 3 sua salds, pois esie & um produto cosmeatico.
Mo entanto, voos estara ajudando, como participante desta pesguisa, 3 amplisr o conhecimenio
sobre a seguranga e eficicia de produtos cosméticos. Garantimos que a5 suas despesas,
decorrentes exclusivamente da participac3o nesta pesquisa, 52150 completamente ressarcidas.

Todas as informagdes obtidas e declaradas por vocé serao tratadas de maneira confidencial,
sendo que Spenas 35 pessoas dirstameniz ligadss 3 esie estudo & autonidades legsis poderao
ter scesso, sem com isso, viclsr 3 confidencislidsde. Se os resultades do estudo forem
publicados, sus identidade continuara sendo preservada.

Vocd pode refirar sua participagdo a qualguer momento do estudo, comunicando sua
desisténciz a0 pesguisador responsavel pelo seu acompanhamento, sem gue 550 3camsts
qualguer conseguencia negativa a voce.
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TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD - TCLE

AVALIACAC DAIRRITACAC CUTANEA PRIMARIA, IRRITACAC CUTANEA ACUMULADA
E SENSIBILIZACAC DERMICA

Consenfiments Pos-Esclarecido

Declaro que, apos ter sido convenientements esclarecido pelo pesquisador 2 ter entendido o
que me foi explicads, consinto &m participar do presente Protocols de Pesguisa.

S50 Paulo, de de

Assinastura do Paricipants de Pesguisa Assinaturs do Pesgquisador Responsavel

Fara gualgusr guestdo, divida, esclarscimenio ou re::lama%au sobre s pecios &ticos relstvosa
este protocolo de pesguisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de 530 Paulo: Av. Prof. Linsu
Prestes, 580, Blooo 13 A, Butant3, 550 Paule, CEP: 05508-000, telefones (11) 3091-3622 &
{11} 3051-3677, =-mail; cepfcii@usp.br.
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Anexo F: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

para os ensaios de Avaliacao Antioxidante da Pele

- Pclin

TERMO DE COMSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDO — TCLE
AVALIACAQ DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE

1. Informagoes do Participante da Pesquisa (para preenchimento)

Maomse:
Documento de |dentidade (nimero): Gemo: { JM { JF
Local d= Mascimentao: Osts d= Nascimenio: |

Endereco:
Complemento: Bairra: CEP:
Cidads: Estzdo:
Telefons (residencial) Telefone {celular):

2. Dados sobrea Pesquisa

Tiulo da Pesguisa: Desenvolvimento e caractenzacao fisico-guimica e funcional in vitro e ex
vivo de etossomas contendo ruting de uso dermocosmetico

Pesguisador Besponsavel: Or. Andr2 Rolim Baby fons: {11) 3091-Z358 = (11) 2422520033
- Professor Doutor da Universidade de S50 Paulo (Facudade de Ciéndas Farmacsuticas)

Pesguisador Associzdo: Thalita Marcilio Candido [ fons {11} 5513-584T = (11} 345EZ-586E
- Pesguisadora da Universidads de 550 Pauks [Faculdade d= Ciéncias Farmaceuticas)

Medico Dermatologista: Dra. Leila David Bloch ! fone: (11) 4583-4444 & (11) 57030-2777
- Dirztora Madica do |Pclin Insfituto de Pesguisa Clinica Integrada

Duracio ds Pesguisa: 1 dis Risop da Pesguisa: Minima

Fai3 etaris dos participantes da pesousa: de 153 60 anos

Worg est3 sendo convidado 3 participsr de uma pesguiss gue tam como objetive avalisr 3
atividade antioxidante da pele {responsavel pela prevencao de danos cutineos causados pelos
radicais Ivres) apos a aplicacio de produtos cosmeéticos antiowidantes. Pedimos que leis
detalhadamante estz Tarmo d= Consentimento &, 3penas s2 concordar com o5 itens
mencionados, s5sine-0 em duss vias {uma delas ser3 entregue 3 vood), Todas as dividas
surgidas dursnte ou 3pos © estudo ser30 prontamsante esclarscidas.
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TERMO DE CONSENTIMENTOC LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE

Para 3 realﬁau deste estudo, voce comparecera ao local da pesquisa em apenas um dia,
permanecendo no kecal por um pericdo de seis horas. Nesse dia, sera realizada uma avalisgio
clinica da sua pele, com posterior aplicag3o do{s) produto(s) em teste em seu antebrago. Serdo
reslizsdss duss apln‘:ag-uﬁ dols) produts{s), sempre no mesmo kosl, com intervalos de duss

horas entre cada aplicacso.

Apds duas horas da dltima aplicagao, serao realzadas aplicagles suocessivas de filas adesivas,
com o objetive de remover a camada superficial da pele nas areas de aplicatio dofs) produiofs)
am teste, com desconforto minimo.

Adicionalmente, uma area vingem do antebrago (nS0 utilzada para a aplicagac dofs) produtos)
em teste) serd utilzada como controle do estudo, e também recebera aplicagbes sucessivas de
fitas sadesivas, com o objetive d= remover 3 camads superficisl da pele.

Apos =si3 staps, vood podera demar 35 dependeénciss do local ds pesguisa. Os adesivos
removidos serdo postenormentz avaliados, por pesquisadores treinados, pars determinacao da
atividads anticxidante natwrsl da pele (ar=a controle) = tambem da atividade antioxidant= da
pele apds tratamento com ofs) cosméticofo) antioxidante(s) (draas de aplicacao).

Solicitamos gue durants o pericdo de estudo {incluinds TS5 diss antes doinicio do ensaio 2 1rés
diss 3pos 3 sus finslzagio) vocs nao slters seus habitos de higiene, dista, medicamentos,
COSMENcos & SXercicios; n30 52 sxponha sxcessivameants 30 sol 2 n3o apligus quslgusr
produte no local de realzacio do teste.

Todss 55 substancizs que compdem o produto 550 d2 wso habitesl & considersdss segurss
para 3 finalidade que se destinam e na forma de aplicacdo proposta. No entanto, ainda que
raras, ressaltamos que reasbes ines peadas, decormentes da aplicacdo topica dofs) produto(s)
em teste, podam occomsr, incluindo dermatites de contsto afouw slergica com intensidades
variaveis, podendo 521 graves.

Garantimos gue os cuidsdos & scompanhamento necessarios serdo fornecidos pelos
pesquisadores & medico dermatologista durante todas a5 etapas do estudo. Caso voos
necessite de assisténcis medics ou esclarecimento, favor entrar em contato com o IPelin
Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rus Evandro Cesar Graccannd, 235, Vil das
Horéncizs, Jundizil 5F, CEP: 13205410, telefone: {1 1) 4087-D0E2Z (horario comercial) ou {11)
STO30-2TTT {contato de emeangEncis disponivel 24 horas).
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TERMO DE CONSENTIMENTC LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
AVALIACAC DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE

Em caso de reacbes adversas gue necessitem de scompanhamento ambulstorial efou
internacso, o5 responsaveis pela pesquisa, inclundo médico dermatologista, lhe acompanharao
sté o Hospital 5anta Elisa (Rus Socrstes Femandes de Olivairs, 70, Chacara Urbans, Jundai |
SR, CEP: 1232071538, iskefons: (11) 45534444, que apres=nts infrasstrutura adsguads para
qualguer tratamento que se faganecessano. Garantimos que todas as despesas decomentes
do tratamento serdo arcadas, de forma integral, pelos responsaveis por 2sta pesquisa.

Yoos nio obtera nenhem bensficio financeiro & 3 sua sands, pois esie & um produto cosmetico.
Mo entanto, voos estara sjedando, comoparticipante desta pesguisa, 3 amplisr o conhedmenio
sobre a seguranga e eficicia de produtos cosmeticos. Garantimos que a5 suss despesas,
decomantes exclusivamente da participac3o nesta pesquisa, serao completamente ressancidas.

Todas as informagdes obtidas e declaradss por ool serdo tratadas de maneira confidencial,
sendo gue 3peEnas 35 pessoas dirstameniz ligadss 5 este estudo = sutondades legsis poderdo
ter acesso, sem com isso, violsr 8 confidencizlidade. Se os resultados do estudo forem

publicados, sua identidede continuard sendo preservada.
Vooé pode refirar sua participacdo a gualyuer momento do estudo, comunicands sus

desisténciz 30 pesguisador responsivel pelo sew scompsnhamento, sem gue 550 scarrete
guslguer conseguencis negativa 3 voos.

Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro gue, 3pos ter sido convenientemeants esclarecido pelo pesguisador & ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocole de Pesguisa.

S50 Paulo, de de

Assinstura do Participants de Pesguisa Assinatura do Pesguisador Responsavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
AVALIACAC DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE

Fara guslguer gquestio, divida, esclarecimento ou rer:larna%au sobre aspectos éticos relstvos 3
este protocolo de pesguis s, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa ds
Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas da Universidade de 530 Paulo: Av. Prof. Linsu
Prastes, BED, Bloco 13 A, Butant3, 530 Paule, CER: 055DE-D0D, telefones (11) 3091-3622 =

(1) 3051-2677, e-mail: cepfcfi@usp.br.
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Anexo G: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

para os ensaios de Avaliacao da Permeacé&o Cutanea
P
S - _\_-’——

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDG - TCLE
AVALIACAC DA PERMEACAQ CUTANEA

1. Informagoes do Participante da Pesquisa [para preenchimento)

Maomse:
Documento de |dentidade (nimero): Sewo: { JM { JF
Local de Mascimeanto: Dats de Mascimento:

Endareso:
Complementa: Bairro: CEP:
Cidade: Estado:
Telefons {residencial): Telefons {celular):

2. Dados sobrea Pesquisa

Titule da Pesguisa: Desemolvimento & caracterizagao fisico-quimica e funcional in vitro e ex
vivo de etossomas contendo rutina de uso dermocosmatico

Pesguisador Responssvel: Or. Andrs Rolim Baby [ fone: {11) 3081-2358 = {11) 242250033
- Professor Doutor da Universidade de S350 Paulo (Facudade de Cigncizs Farmaciuticas)

Pesguisador Associzdo: Thalita Marcilio Candido [ fons (11) 5513-5364T7 = {11) S4882-88E65
- Pesquisadors ds Universidsde de 550 Psule (Faculdade de Cigncias Farmacguticas)

Medico Dermatologista: Dra. Leila David Bloch / fone: {11) 45824444 = {11) S7030-2777
- Dirstora Meadica do |Pelin Instiuto de Pesguisa Clinica Integrada

Duragao da Pesguisa: 1 dia Risco ds Pesguiss: Minima

F aixa etaria dos participanies da pesguisa: de 18 a 60 anos

Voo estd sendo convidado 3 participar de uma pesguiss gue tem como objetivo svalisr 5
permeacao cutanea apds a aplicagdo de produtos cosmétcos anticsddantes. Fedimos que leia
detslhadameants =ste Termo d= Conssntimento =, apenas s concordar oom oS iens
mencionsdos, 355ine-0 em dwss viss (uma delss ser3 entregus 3 vood). Todss 55 dovidss
surgidss dursnts ou 3pos o estudo s=r30 prontaments esclarscidss.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
AVALIACAC DA PERMEACAOQ CUTANEA

Fars 3 rzsl deste estudo, vood comparecers 30 locsl ds pesquiss em apenas um dia,
permanscends no kecal por um periodo de seis horas. Nesse dia, serd realizada uma avaliagio
clinica da sua pele, com posterior aplicacdo dofs) produtofs) em teste em seu antebrago. Serao
realizadas duss aplicagbes dofs) produio(s), sempre no mesmo local, com intervalos de duas
horas entre cada aplicacao.

Apds duas horas da altima aplicagao, serao realizadas aplicagdes sucessivas de fitas adesivas,
com o objetive de remover a camada superficial da pele nas areas de aplicagio dofs) produios)
em teste, com desconforto minima.

Adicionalmente, uma area virgam do antebrago {nSo utilizada para a aplicagSo dofs) produtols)
em teste) serd utilizada como controle do estudo, & tambem recebera aplicagies sucessivas de
fitas adesivas, com o obistive de remover 3 camada superficial da pele.

Apos ests etaps, voof poderd debiar a5 dependéncizs do locsl ds pesquiss. Os adesivos
removidos sera30 postescrmenie avalizdos, por pesquisadores freinades, para determinacao da
pErmeag¢ao cutinea dofs) componente(s) ativefs) contide(s) no(s) cosmetico(o) antioxidante(s)
aplicado {5} {reas de aplicacso).

Solicitamos gue durante o pericdo de estudo (incluindo rés diss antes do inicio do enssio 2 trés
dias apdis a sua finalzagio) vood ndo altere seus habitos de higiens, dista, medicamentos,
cosméeticos e exercicios; ndo s exponha excessivamente a0 sol, & ndo aplique quaslgusr
produto o local de realizacio do teste.

Todas 35 substancizs gue compdem o produte 530 de uso habitusl 2 consideradas seguras
para a finalidade gue se destinam & na forma de aplicagio proposta. Mo entanto, ainda gue
raras, ressaftamos que reagdes inespemdas, decomenies da aplicagio topica dofs) produtols)
em teste, podem ocorrer, incluindo dermatites de contato efow sléngica com intensidades
variaveis, podendo ser graves.

Garantimos gue os cuidsdos & scompanhamento necessanos serdo fornecidos pelos
pesguisadores & medico dermatologista durante todss 35 etapss do estuwdo. Caso vood
necessite de assistdnciz madics ou esclareciments, favor entrar em contato com o IPelin
Instituto de Pesquisa Clinica Integrada: Rus Evandro Cesar Graccarind, 2235, Vils das
Horéncias, Jundisif 5P, CEP: 12205410, telefone: {11) 4087-0052 {hordrio comerzial) o {11)
ST030-2TTT {contato de emeangéncia disponivel 24 horas).

Em caso de reaphes adversas que necsssitem de scompanhamento ambulstorial efou
internacio, os responsaveis pela pesquisa, incluinde médico dermatologista, lhe acompanhario
stéo Hospital S5anta Elisa (Rus Socrates Fermandes de Olivaira, 70, Chacars Urbans, Jundsi |
SP, CEP: 1232071-838, tel=fone: (11) 4583-4444), que spresents infrasstruturs adegqusds pars
quakyuer tratamento que se faganecessano. Garantimoes gue todas a5 despesas decomentes
do tratamento serdo arcadss, de forma integral, pelos responsaveis por =st3 pesguisa.
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TERMO DE CONMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDGC - TCLE
AVALIACADC DA PERMEACAC CUTANEA

Woof ndo obterd nenhum bensficio financeiro 2 3 swa sabde, pois 25t £ um produto cosmetico.
Mo =ntanto, vooé estard sjudando, como participants dests pesguisa, 3 amplisr o conhesimanto
sobre a seguranca e eficicia de produtos cosméticos. Garantimos gue as suas despesas,
decomentes exclusivamenie da participagao nesta pesquisa, 5erao completamente ressarcidas.

Todas as informagdes obtidas e declaradas por voo ser3o tratadas de maneira confidencial,
sendo gus 3penas 35 pessoas dirstameniz ligadas 3 este estudo & autonidades legsis poderio
ter scesso, sem com isso, violar 3 confidencislidsde. Se os resultados do estudo forem
publicados, sua identidade continuara sendo praservada.

Vocg pode retitar sua participagic a qualguer momento do estudo, comunicando sul
desisténcis 30 pesguisador responsavel pelo seu acompanhamento, sem gue isso acamsts
gquslgusr conseguéncis negativa 3 vocs.

Consenfimento Pos-Esclarecido

Declars que, apos ter sido convenizntements esclarecido pelo pesguisador 2 ter entendido o
gus me foi explicads, consinto em participar do presente Protocole de Pesguisa.

530 Paulo, de de

Assinstura do Participants dz Pesguisa Assinsturs do Pesquisador Responssvel

Fara qualyuer questio, divida, escarscimanio ou reclamagSo sobre aspectos éticos relafives a
este protocols de pesquiss, favor entrar em contsto com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas d3s Universidade de 530 Paulo: Av. Frof. Linsu
Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantl, 550 Paule, CEP: 05508-000, telefones (11) 3051-2622 &
(11} 30e1-3677, e-mail: cepfcfi@usp.br.
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Anexo H: Artigos Cientificos submetidos para publicacéo, em

avaliacao
05072018 Gmail - Receipt - Trab002-16- BJPS
M Gmail Thalita Candido <thalitamcandido@gmail.com>

Receipt - Trab002-16 - BJPS

BJPS =hjps@usp.br= 5 de janeiro de 2016 16:17
Para: Thalita Candido =thalitamcandido@gmail_.com=

Dear author.

We are sending you enclosed the receipt of the article received for analysis by Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences.

When you need informations about it, please send us a message with the register number found in the the
document.

We ask you to send us the name of four specialists as suggestions of reviewers, with the eletronic
address to be included in our Reviewer's Data Basts.

We are very proud in receiving the article.

Sincerely yours.

Leila R de Carvalho Aranha
Executive Editor
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BRAZILIAN JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES

RECEIPT
Register number: 002/16

The Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences received the

article’s submission:

Authors: Fabiana Graziola, Thalita Marcilio Candido, Camila Areias de
Oliveira, Danicla D’Almeida Peres, Michele Georges Issa, Joana Mota,
Catarina Rosado, Vladi Olga Consiglieri, Telma Mary Kaneko, Maria
Valéria Robles Velasco, André Rolim Baby

Title: “Gelatin-based microspheres crosslinked with glutaraldehyde or

rutin oriented to dermocosmetic application”

Séo Paulo, 04" January 2016.

Profa. Elizabeth Igne Ferreira

Scientific Editor



™ Gmail Thalita Candido <thalitamecandido@gmail.cor

Fwd: Drug Development and Industrial Pharmacy - Manuscript ID LDDI-2016-016:

André Rolim Baby <andresbiusp.br= 16 de o de 2018 18
Para Danicla Peres Peres <dani_aperesi@hotmail.com=, Maira Bueno Ariede <miaanede@gmail. com=, ita USP
<thalitamcandido@gmail com=, tania almeida@uluscfona.pt, Felipe Rebello Lourengo <feliped@usp br>, Viadi Olga
Consiglier <siglien@usp. be>, Telma <tsakudafusp.bre, Maria Valéra Valéta <mwrobles @usp bre

Meus carissimos amigos.
Com satisfagao, envio a notificagdo de que nosso artigo foi submetido para analise da DDIP.
Torcida mill

Forte abrago!

Begin forwarded message:

From: kristin.fathe@austin.utexas edu

Subject: Drug Development and Industrial Pharmacy - Manuscript 1D LDDI-2041640162
Date: March 16, 2015 at 13:06:02 GMT-3

T andrerbi@usp.br

18-Mar-2018
Dear Or Baby-

Your manuscript entitled "Cuality by Design {2bD), Process Analytica Technology (PAT) and Design of
Experiment Applied to the Development of Multifunctional Sunscreens”™ has been succes sfully
submitted online and is presently being given full consideration for publication in Drug Development and
Industrial Phamacy.

Your manuscript 1D s LDD4-2018-0162.

Please mention the above manuscipt D n all future comespondence or when calling the office for
questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to
ScholarOne Manuscripts at https J/ime.mamesenptcentral_com/lddi and edit your user information as
appropriate.

You can also view the status of your manuscnpt at any time by checking your Author Center after
legging in to hitps:{imec.manuscnptcentral comdddi.

Drug Developrment and Industrnial Phamacy offers an optional FastTrack publication senvice. with a
submission to online publication timeline of 57 weeks (subject to 1-2 week author revision following
mnitial peer review and prompt turnaround of proofs). The fee for this senvice is £5 500758, 5257, 700 If
you would like to opt for the FastTrack publication service or would like to know more about it, please
contact the Managing Editor. Charles Whalley (Chares Whalley@tandf co.uk), a5 soon as possible.

If you hawve already chosen the FastTrack senice. you will receive further details regarding this shorly.

Please also note that all manuscripts (whether or not they are priciitised) are subject to stnet and
rigomus peer neview. Acceptance for publication is solely dependent on the peerreview outcome.

Please be aware that your paper may be sent to CrossCheck for a plagiarism check. For more
mfonmation please wisit: hitp-/finformahealthcare. com'page/CrossCheck

Thank you for submitting your manuscnpt to Drug Development and Industrial Pharmacy.

Sincersly,
Drug Development and Industrial Phamacy Editorial Office
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