UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pos-Graduacao em Farmacos e Medicamentos

Area de Producéo e Controle de Farmacos

Eficacia fotoprotetora do

acido rosmarinico associado a filtros UVA e UVB

Maira de Oliveira Bispo

Dissertacdo para obtenc¢do do Titulo de
MESTRE

Orientador:
Prof. Dr. André Rolim Baby

Sao Paulo
2021



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pés-Graduagdo em Farmacos e Medicamentos

Area de Producéo e Controle de Farmacos

Eficacia fotoprotetora do

acido rosmarinico associado a filtros UVA e UVB

Maira de Oliveira Bispo

Versao Original

Dissertacdo para obtencéo do Titulo de

MESTRE

Orientado por:

Prof. Dr. André Rolim Baby

Sao Paulo

2021



Maira de Oliveira Bispo

Eficacia fotoprotetora do
acido rosmarinico associado a filtros UVA e UVB

Comisséo julgadora da
Dissertacdo para obtencéo do Titulo de Mestre

Prof. Dr. André Rolim Baby
Orientador/ Presidente

1° Examinador

2° Examinador

3% Examinador

Sao Paulo, de

2021.



FICHA CATALOGRAFICA

Autorizo a reprodugio e divulgagso total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizanda o
programa desenvolvido pela Secio Técnica de Informatica do ICMC/USF e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e DocumentagSo do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientagdo de catalogagio da publicagio:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - /5582

bispo, maira de oliveira
bEZle eficfcia fotoprotetora do dcido rosmarinico
aspociado a filtros uva & uvb / maira de oliwveira
bigpo. - Edo Paulo, 2021.
E3 p.

Digsertaglo (mestrado) - Faculdade d= Cifncias
Farmacfuticas da Universidads d= ESoc Panlo.
Departamento de Farmicia - Programa de Pés-Graduacdo
em Firmaco = Medicamentos.

Ori=ntador: baby, andr€ rolim

1. Scido rosmarinico. 2. fotoprotegdSo. 3.
metoxicinamato de octila. 4. avobenzona. 5. fator
de protecdo solar. I. T. II. baby, andr& rolim,
crisntador.




Dedicatéria

Dedico essa Odisseia académica,

Aos meus pais, Corina e Manoel (in memoriam).

Ao meu orientador e mestre,

Prof. Dr. André Rolim Baby



Agradecimentos

A Deus, pela constante for¢a, protecdo, paz de espivito e sequranga.

A minha amada mae, ao meu pai (in memorram), aos meus primos (Josie
e Ederson), as minhas irmds e ao meu noivo Rafael que sempre esteve
[ado a lado com todo apoio e confianga.

Ao meu querido orientador e educador Prefe. André Rolim Baby, por
todo ensinamento e crescimento compartilhado. Vocé nao foi apenas um
orientador, mas um ser humano especial que me possibilitou ser uma
pessoa melhor e querer ser melhor a cada dia.

A Prof.% VAnia Rodrigues Leite que me incluiu nesse mundo mdgico da
cosmetologia e me fez acreditar que eu conseguiria.

A todos os professores do Programa de Pés-Graduagdo em Farmacos e
Medicamentos, que muito me ensinaram nessa caminhada.

Aos amigos de laboratério que tornaram meus dias mais fdceis, alegres e
acolhedores com todos os ensinamentos, risadas, desabafos, amizades,
alegrias, choros e angustias: Amanda Beatriz, Tamires, Fernanda, Nadia,
Claudinéia, Andressa, Edgar, Bruna, Fabiana, Renata e Talita. Obrigada
por tudo!

Ao Pref°. Felipe Rebello Lourengo pela imensa ajuda com as andlises
estatisticas.

A IPClin Instituto de Pesquisa Integrada pelas andlises de FPS in viivo.
E a todos que contribuiram de alguma forma, para a realizagédo deste

trabalho.

Muito Obrigada!!



Epigrafe

A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar,
ndo seremos capazes de resolver os problemas causados pela

forma como nos acostumamos a ver o mundo
Albert Einstein

Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao € sendo uma gota de dqgua no mar.

Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota
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RESUMO

BISPO, M.O. Eficacia fotoprotetora do acido rosmarinico associado afiltros UVA
e UVB. 2021. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao de Paulo, Sédo Paulo, 2021.

O conhecimento dos maleficios que a exposicao a radiacao ultravioleta (UV) promove
na pele conduziu a conscientizacdo da populacdo para a utilizacdo rotineira de
fotoprotetores, tanto quanto, ao avanco nas pesquisas cientificas com o intuito de
melhorar a eficacia e seguranca dessas formulacdes. Filtros solares tem a capacidade
de refletir e/ou absorver a radiacdo UV, porém, ndo demonstram eficacia relevante
contra os radicais livres. Os produtos naturais, em especial os compostos fendlicos,
apresentam atividade antioxidante, assim, selecionou-se o principio ativo de origem
natural, acido rosmarinico, um éster do acido cafeico, com comprovados beneficios
para o tecido cutaneo. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia fotoprotetora in
vitro e in vivo de um sistema fotoprotetor contendo avobenzona e p-metoxicinamato
de octila, associados ou ndo ao acido rosmarinico. As amostras fotoprotetoras foram
preparadas com os filtros UV em duas concentra¢des distintas, contendo ou ndo o
acido rosmarinico a 0,05% (p/p) ou a 0,10% (p/p). A eficacia fotoprotetora foi
determinada por espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracao
(Labsphere® UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer), obtendo-se os valores de
fator de protecéo solar (FPS) in vitro e comprimento de onda critico (nm). Os valores
de FPS in vivo foram determinados por meio protocolo amplamente reconhecido.
Formulacdes fotoprotetoras contento p-metoxicinamato de octila e avobenzona,
associados ou nao ao acido rosmarinico, foram preparadas como emulsdes O/A, com
valores de pH compativeis com o da pele. As amostras de melhor desempenho
guanto a eficacia in vitro foram as F3 e F5, contendo 0,10% (p/p) do acido rosmarinico;
10,0% (p/p) do filtro UVB p-metoxicinamato de octila; 2,5% (p/p) e 5,0% (p/p) de
avobenzona, respectivamente. Nesta investigacdo, as amostras F1, F3 e F5
desenvolveram perfil de fotoinstabilidade na condicdo experimental adotada. O &cido
rosmarinico 0,10% (p/p) demonstrou capacidade para elevar o valor de FPS in vivo
da amostra F5 (10,0% (p/p) p-metoxicinamato de octila e 5,0% (p/p) de avobenzona)
em mais de 43%, em comparacdo com F1 e F3, com constatado efeito sinérgico com
o filtro UVA. Em func¢éo dos resultados dessa investigacdo, € permitido sugerir que a
incorporacao de compostos naturais com propriedades antioxidantes pode reduzir a
proporcao dos filtros UV tradicionais no produto final, com a vantagem de fornecer
demais propriedades funcionais aos dermocosmeéticos. Investigacdes adicionais de
concentracfes mais elevadas de &cido rosmarinico e outras combinacdes de filtros
UV podem agregar mais informacdes de relevancia para o desenvolvimento de
protetores solares bioativos multifuncionais.

Palavras-chave: Acido rosmarinico. Fotoprotecdo. Metoxicinamato de octila.
Avobenzona. Fator de protecao solar.



ABSTRACT

BISPO, M.O. Photoprotective efficacy of rosmarinic acid associated with UVA
and UVB filters. 2021. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o de Paulo, Sdo Paulo, 2021.

The knowledge of the harmful effects that exposure to ultraviolet (UV) radiation causes
on the skin has led to the population's awareness of the routine use of sunscreens, as
well as the advancement in scientific research with the aim of improving the efficacy
and safety of these formulations. Sunscreens have the ability to reflect and/or absorb
UV radiation, however, they do not demonstrate relevant effectiveness against free
radicals. Natural products, especially phenolic compounds, have antioxidant activity,
so the active ingredient of natural origin was selected, rosmarinic acid, an ester of
caffeic acid, with proven benefits for the skin tissue. The aim of this study was to
evaluate the in vitro and in vivo photoprotective efficacy of a sunscreen system
containing avobenzone and octyl p-methoxycinnamate, associated or not with
rosmarinic acid. The samples were prepared with UV filters at two different
concentrations, containing or not rosmarinic acid at 0.05% (w/w) or at 0.10% (w/w).
The photoprotective efficacy was determined by diffuse reflectance spectrophotometry
with an integrating sphere (Labsphere® UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer),
obtaining the values of sun protection factor (SPF) in vitro and critical wavelength (nm).
In vivo SPF values were determined by a widely recognized protocol. Sunscreens
containing octyl p-methoxycinnamate and avobenzone, associated or not with
rosmarinic acid, were prepared as O/W emulsions, with pH values compatible with the
skin. The samples with the best performance regarding in vitro efficacy were F3 and
F5, containing 0.10% (w/w) of rosmarinic acid; 10.0% (w/w) UVB filter octyl p-
methoxycinnamate; 2.5% (w/w) and 5.0% (w/w) of avobenzone, respectively. In this
investigation, samples F1, F3 and F5 developed a photoinstability profile in the
adopted experimental condition. Rosmarinic acid 0.10% (w/w) demonstrated the
ability to increase the FPS value in vivo of the F5 sample (10.0% (w/w) octyl p-
methoxycinnamate and 5.0% (w/w) of avobenzone) by more than 43% compared to
F1 and F3, with a synergistic effect found with the UVA filter. Due to the results of this
investigation, it is feasible to suggest that the incorporation of natural compounds with
antioxidant properties can reduce the proportion of traditional UV filters in the final
product, with the advantage of providing other functional properties to
dermocosmetics. Further investigations of higher concentrations of rosmarinic acid
and other combinations of UV filters may add more relevant information to the
development of multifunctional bioactive sunscreens.

Keywords: Rosmarinic acid. Photoprotection. Octyl methoxycinnamate. Avobenzone.
Sun protection factor.
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1. INTRODUGCAO

Os efeitos prejudiciais da exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta (UV) tém sido
amplamente estudados nas ultimas décadas, sendo um dos principais fatores que
causam queimaduras e cancer de pele. O espectro de radiagdo UV é dividido em
UVA, UVB e UVC, baseado no intervalo de comprimento de onda (hm). A radiacao
UVC possui o intervalo de comprimento de onda de 100 - 290 nm, a UVB entre 290 -
320 nm e a UVA de 320 - 400 nm (LOZANO et al., 2009; CHANG et al., 2010).

Pesquisas demonstraram que, ao nivel do mar, a radiagdo UVA compreende
95% da energia UV que atinge a superficie da Terra, tendo apenas 5% restante de
radiacdo UVB (SAMBANDAN et al., 2011). A radiacdo UVA, quando comparada a
UVB, tem capacidade reduzida em causar eritema, porém, induz a pigmentacdo da
pele por mecanismo imediato e penetra profundamente na derme. Assim, é uma das
principais causadoras de espécies reativas de oxigénio (EROs). A radiacdo UVB
promove o bronzeamento tardio, sendo restrita, principalmente, a epiderme, porém,
frequente exposicado pode causar lesbes ao DNA, aumentando o risco de mutacdes
gue podem ser manifestadas em forma de cancer de pele. Nestes casos, 0s
fotoprotetores séo utilizados, principalmente, para prevenir a formacéo do eritema,
pois diminuem a quantidade de radiacdo UV absorvida pela pele, reduzindo ainda
mais o risco do cancer de pele (BABY et al., 2015; BABY et al., 2008).

Os filtros solares sdo moléculas ou complexos moleculares que, quando
incorporadas em formulacdes, reduzem os efeitos UV na pele por absorcéo, reflexao
ou disperséo da luz incidente. Eles podem ser divididos em duas classes: organicos

ou inorganicos, que agem por diferentes mecanismos. Os filtros organicos absorvem



a radiacdo UV e, os inorganicos, refletem ou dispersam a radiacdo, podendo,
também, absorver parte dela (MASNEC et al., 2010; PEREIRA et al., 2015; VELASCO
et al., 2007; CESTARI et al., 2012).

Formulacdes fotoprotetoras associadas a antioxidantes demonstraram
aumentar a fotoprotecéo da pele, reduzindo os danos provocados pela radiacdo UV
(MASNEC et al., 2010). Diferentes moléculas endégenas e exdgenas podem fornecer
protecdo eficiente contra a peroxidacédo lipidica: enzimas, vitamina E e polifendis.
Entre as diversas opcbes de antioxidantes exdégenos, os polifendis constituem,
provavelmente, uma das classes mais eficientes de compostos contra 0 estresse
oxidativo, tendo um importante papel na neutralizacdo de radicais livres (FADEL et
al., 2011; BAHADORI et al., 2019).

Ha constatacdo do aumento do interesse da inddstria em pesquisas com
plantas ricas em substancias fendlicas, pois extratos vegetais tem atividade
antioxidante relevante e seu uso pode reduzir a concentracao de filtros UV sintéticos,
doando caracteristicas multifuncionais as formulagbes, ainda, reduzindo o impacto
ambiental (LUIS et al., 2007; VELASCO et al., 2008b).

O é&cido rosmarinico é um éster do &cido cafeico, conhecido como um
composto fendlico. Estudos evidenciaram que o acido rosmarinico é um eficiente
antagonista na peroxidacdo lipidica, sendo capaz de inserir-se espontaneamente em
membranas lipidicas, com maior afinidade por lipideos insaturados, bem como sua
utilizagéo no tratamento de dermatite atOpica e no auxilio da fotoprote¢édo (FADEL et
al., 2011; SVOBODOVA et al., 2010). O &cido rosmarinico apresenta propriedades
antioxidante, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria e anticancerigena. Trata-se de
um composto que € absorvido pelo trato gastrointestinal e penetra através da pele.

Este promove aumento na producdo de prostaglandina e reduz a producédo de



leucotrienos, ademais, € um composto de grande interesse de estudo para as
industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética, com efeitos benéficos promotores
da saude, ainda com pesquisas restritas deste associado a filtros UV e fotoprotetores
(PARK et al., 2008; BAHADORI et al., 2019).

Apesar de inumeras estratégias de protecdo contra a radiacdo UV, estas
podem se demonstrar com parcial eficicia, pois podem né&o inibir a formacéo de
radicais livres, sendo necessério adicionar antioxidantes e, neste caso em particular,
o0 acido rosmarinico foi acrescido em amostras fotoprotetoras com o intuito de ampliar

a eficacia contra a radiacdo UV (FREITAS et al., 2015).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Acido Rosmarinico

O acido rosmarinico € um éster solavel em agua do 3,4-acido dihidroxicinamico
e 3,4-dihidroxifenilactato: um composto fendlico natural que pode ser extraido da
Rosmarinus officinalis L. Sua estrutura € composta por dois anéis fendlicos, onde
apresentam dois grupos carboxilas na posicdo orto (Figura 1) (CAO et al., 2005;

MUNOZ-MUNO?Z et al., 2012).

Figura 1. Estrutura quimica do 4cido rosmarinico (CAO et al., 2005).

Estudos demonstraram que o &cido rosmarinico possui atividades bioldgicas
diversas, além da antioxidante, tais como antiviral, antibacteriana e anti-inflamatéria
(SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009). Os efeitos pr6 e antioxidantes est&o
relacionadas com a sua estrutura quimica, na qual os anéis difendlicos A e B podem
ser oxidados por meio da auto-oxidacdo, gerando espécies reativas de oxigénio
(EROs). A estrutura dos dois grupos catecois conjugados com um grupo carboxilico
€ a responsavel pela acdo antioxidante da molécula, bem como, apresenta acéo

neutralizante das EROs, geradas na melanogése, desempenhando efeito estimulador



neste processo (SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009). Em particular por sua
propriedade antioxidante, atencdo tem sido dada ao uso do &cido rosmarinico
(ERKAN et al., 2008).

Diversos extratos vegetais foram estudados quanto a atividade antioxidante,
com o intuito de reduzir a utilizacdo de antioxidantes sintéticos em alimentos e
cosmeéticos e, entre eles, o acido rosmarinico (Rosmarinus officinalis L.) apresentou
destaque importante, pois possuiu acdo no equilibrio da atividade de certas enzimas
responsaveis por processos fisioldégicos, como: apoptose, promocao de tumor e sinal
intracelular, entre outros (SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009; JUSTO et al., 2008).
Estudos demonstram que o &cido rosmarinico reduziu significativamente o nivel de
EROs (HUANG et al.,, 2006). Sua atividade antioxidante provoca eliminacdo de
peréxido de hidrogénio e sequestra radicais livres devido ao seu grupo -COOH e
simultaneamente elimina radicais livres por meio do grupo -OH (MUNOZ-MUNO?Z et
al., 2012).

O &cido rosmarinico € um antagonista eficaz na peroxidagdo lipidica.
Apresenta facilidade em penetrar nas membranas lipidicas insaturadas, pois possui
estrutura compativel com lipideos insaturados, sendo capaz de se infiltrar entre as
moléculas polares. Possui capacidade de melhorar a estabilidade fisica e oxidativa
dos lipossomas e, também, é capaz de reduzir a liberacao de interleucina 6 (IL-6)

(FADEL et al., 2011; BULGAKOQV et al., 2011).

2.2. Radiacao Ultravioleta

Os raios ultravioletas (UV) sdo abundantes no ambiente, sendo essencial para

0s seres humanos e, ao mesmo tempo, favorecendo uma gama de maleficios para a



pele, entre elas, o fotoenvelhecimento, inflamacdes, hiperemia, hiperalgesia e cancer.
Cada elemento da radiacdo UV é capaz de causar diversos efeitos no corpo humano
(DORAZIO et al., 2013; CESTARI et al., 2012). O espectro da luz solar se restringe a
apenas 5% do espectro solar total, no entanto, tem impacto consideravel no
organismo humano. O espectro abrange a radiacao UV, infravermelho e visivel, com
comprimento de onda de 100 nm a 1 mm (DUPONT et al., 2013; FURUKAWA et al.,
2021).

A luz UV é dividida em UVC, UVB e UVA. A UVC apresenta energia alta e
comprimento de onda de 100 a 290 nm; a UVB de 290 a 320 nm; a UVA | de 320 a
340 nm e, a UVAII, de 340 a 400nm. A radiacao UVC néo atinge a superficie terrestre,
pois é blogueada pela camada de o0z6nio. Os raios UVB sé&o limitados na atmosfera,
porque parte € captada pela camada de ozb6nio, porém, a radiacdo UVB é
biologicamente ativa e penetra nas camadas superficiais da pele (Figura 2),
causando espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, inflamacgdes, envelhecimento
precoce e queimadura. A radiacdo UVA estd presente em maiores quantidades
comparada com as demais, porém, € menos energética que a UVB, no entanto,
também é capaz de causar maleficios ao corpo humano (DIFFEY et al., 2000;

DUPONT et al., 2013).
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Figura 2. Capacidade de penetracdo na pele da radiagdo UV (adaptado de STIEFEL et al., 2014)

A pele humana possui sensibilidade em relacao a radiacdo UV, sendo a dose
eritematdégena minima (MED) uma medida biolégica de exposicdo. A MED pode variar
de acordo com o tipo de pele. A definicdo de tipo de pele foi definida por meio da
escala de Fitzpatrick, que é semiquantitativa e composta por seis fototipos (SEITE et
al., 2010).

Dentre outros danos provocados pela radiacédo solar, ha danos no DNA, sendo
a radiacdo UVB absorvida diretamente pelo material genético. A UVA causa dano
indireto, gerando espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que danificam a dupla fita
de DNA, causando altera¢cdes mutagénicas. Considerando o fotoenvelhecimento, a
radiacdo UV induz resposta ao estresse oxidativo por meio das espécies reativas e
sabe-se que a radiacdo UVB gera resposta menos pronunciada quando comparada

a radiacdo UVA neste parametro (SEITE et al., 2010; LEVI et al., 2013).



2.3. Protecéo Solar

O corpo humano tem mecanismo préprio de defesa contra a radiagéo UV, por
exemplo, a pigmentacao da pele por meio da melanina, o espessamento da camada
cornea e o acido urocanico (LIMA et al., 2020). No entanto, tais recursos fisiol6gicos
ndo sdo suficientes para a protecdo da pele mediante a exposicdo exacerbada a
radiacdo UV. Nos ultimos anos, a populagéo tem se conscientizado dos males que a
exposicao a radiacdo UV causa e, como reflexo, houve maior procura de cuidados
buscando altos niveis de protecdo solar, sendo a fotoprotecdo uma estratégia
(HOJEROVA et al., 2011).

Atualmente, sdo muitos os estudos que abordam os efeitos prejudiciais agudos
e cronicos em relacdo a exposicdo aos raios UV. Tal exposicdo pode causar
gueimaduras solares, fotocarcinogénese, fotoimunossupressao e
fotoenvelhecimento, por exemplo. No entanto, estratégias atuais sao utilizadas para
fotoprotecao, dentre elas: uso de roupas com fator de protecéo, fotoprotetor e evitar
exposicao ao sol. Dentre essas, a utilizac@o de protetor solar é considerada uma das
mais eficazes (BURNETT et al., 2011).

Os protetores solares foram desenvolvidos com principios ativos quimicos
(organicos) ou fisicos (inorgénicos). Tais compostos tem a funcdo de absorver,
dispersar ou refletir a radiacdo UV, prevenindo o organismo dos danos e sinais do
fotoenvelhecimento, cancer de pele e pigmentacdo. Estudos demonstraram que a
utilizacdo de protetor solar é eficaz e seu uso ao longo de 24 meses diminuiu o
desenvolvimento de queratoses actinicas e carcinomas (SANDER et al., 2020).

Existem filtros quimicos e fisicos. A avobenzona é um filtro quimico UVA

amplamente utilizada em fotoprotetores devido a sua ampla faixa de absorcao,
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apresentando pico maximo de 357 nm, podendo ser utilizado em concentracdes de
até 10,0%. No entanto, é um filtro fotoinstavel devido & sua estrutura quimica (Figura
3), pois pode sofrer fotoisomerizacdo reversivel e/ou fotodegradacéo. Os efeitos de
protecdo a radiacdo UV séo reduzidos, assim, é indicado a combinagdo com outros
filtros UV (KAWAKAMI et al., 2017; VALLEJO et al., 2011). Estudos demonstraram
gue a incorporacédo de compostos naturais com efeito antioxidante em fotoprotetores
com avobenzona tem acao favoravel para aperfeicoar sua fotoestabilidade em uma

formulacdo (KAWAKAMI et al., 2017).

0O 0
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Hs Hs

Figura 3. Estrutura quimica da avobenzona (YANG et al., 2008)

O p-metoxicinamato de octila (Figura 4) é um filtro organico UVB, sendo um
dos mais utilizados em funcéo de sua eficacia. E consideravel fotoinstavel quando
associado a determinados compostos, pois, quando exposto a luz solar, sofre
fotoisomerizagéo, no entanto, € indicado para uso cosmético por érgdos competentes,
pois absorve os fotons de alta energia da radiacdo UVB com pico maximo de absorcao

em comprimento de onda de 311 nm (LORIGO et al., 2019).
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Figura 4. Estrutura quimica do p-metoxicinamato de octila (SCALIA et al., 2006)



11

A utilizacdo regular de fotoprotetor com fator de protecéo solar (FPS) 30 ou
superior em todos os tipos de pele é uma recomendacdo da Academia Americana de
Dermatologia. A recomendacdo é que a aplicacdo seja em abundancia e com
reaplicagcdo a cada 2 ou 3 horas (SANDER et al., 2020). Mais recentemente,
fotoprotetores associados a produtos naturais, em especial com reconhecida acgéo
antioxidante, tem aumentado devido a sua eficacia melhorada por meio da interacao
entre a substancia de origem natural e os filtros UV, bem como positiva interagdo com

a pele (DONG et al., 2019; YAROVAYA et al., 2020).

2.4. Avaliacdo da Eficacia Fotoprotetora

Técnicas in vitro e in vivo sdo utilizadas para estimar/comprovar a eficicia
fotoprotetora de formulac6es cosméticas. Para tal, € necesséario determinar o fator de
protecdo UVA (UVA-PF), que representa o nivel de protecao contra a radiacdo UVA,;
o fator de protecdo solar (FPS), responsavel pela protecdo contra a radiacdo UVB; e
o comprimento de onda critico (A crit), que apresenta a amplitude de protecdo contra
a radiacdo UV (UNITED STATES, 2011). De acordo com a Legislacéo Brasileira, um
produto é considerado fotoprotetor se apresentar FPS acima de 6, UVA-PF
equivalente a, no minimo 1/3 do FPS e valor de comprimento de onda critico acima
de 370 nm (BRASIL, 2012b).

O valor de FPS é arelacao entre os raios UV necessario para causar uma DEM
ou vermelhiddo na pele protegida e os raios UV necessarios para causar uma DEM
na pele desprotegida (RICCI-JUNIOR et al., 2013). Para avaliar a protecao UVA por
meio de ensaio in vivo, pode-se utilizar o método PPD (Persistent Pigment

Darkening). Este avalia as reacdes de pigmentos presentes na pele em relagdo com
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a irradiacao por UVA em condi¢cdes muito bem controladas (COSMETICS EUROPE,
2006). O FPS pode ser realizado in vivo e/ou in vitro, no entanto, agéncias reguladoras
exigem testes in vivo para a comprovacao deste parametro. O método in vivo avalia
a capacidade protetora contra as reacfes inflamatérias causadas pela radiagdo UV
na superficie da pele. Este método sofreu diversas modificacbes em relagdo a
legislagdo ao longo dos anos, no entanto, hoje esta estabelecida pela norma ISO
24444:2010 (MOROCHO-JACOME et al., 2020).

Um dos métodos in vitro utilizados para obter os parametros da fotoprotecao é
0 que emprega a espectrofotometria difusa com esfera de integracao, ilustrado na
Figura 5 (SPRINGSTEEN et al., 1999). Os testes in vitro s&o utilizados para fins de
selecdo e/ou desenvolvimento. Este teste € baseado em medigdo
espectrofotométrica, calculando a absorbéncia ou transmitancia, quando a amostra
aplicada sobre um substrato. Os métodos se diferem no tipo de placa utilizada e na

forma de aplicacéo do fotoprotetor (CVETKOVSKA et al., 2016).
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Figura 5. Desenho 6tico do espectrofotémetro de refleténcia difusa com esfera de integracéo

(adaptado de SPRINGSTEEN et al., 1999).



13

2.5. Fotoestabilidade

A fotoestabilidade dos protetores solares € um dos fatores criticos para o seu
desenvolvimento e seu desempenho. Considerando que os protetores solares sé&o
desenvolvidos com mais de um filtro UV, é indispensavel que a mistura possua
fotoestabilidade e, consequentemente, manutengcéo adequada do seu desempenho e
seguranca. A defesa contra a exposi¢cdo aos raios UV e a reducéo dos efeitos da
fotossensibilidade exigem que as formulac¢des sejam fotoestaveis (KOCKLER et al.,
2012).

Mesmo filtros UV considerados fotoestaveis podem sofrer certa degradacao
em condi¢Bes de exposicdo a luz, calor, tempo e umidade. Assim, o desenvolvimento
de um novo fotoprotetor tem como objetivo a combinagdo de filtros UV que
desenvolvam amplo espectro de protecdo (FPS e UVA-PF), alta eficiéncia e,
preferencialmente, baixo custo (NASH et al., 2014). A fotoestabilidade é importante,
também, para reduzir os perigos associados aos eventos adversos (ROMANHOLE et
al., 2016; NASH et al., 2014).

A  fotoestabilidade @ pode ser determinada in  vitro  por
absorbancia/transmitancia ou por métodos analiticos, como espectroscopia de massa
e cromatografia liquida de alto eficiéncia. A avobenzona é um exemplo de filtro UV

gue necessita de fotoestabilizador, em determinadas condigdes (NASH et al., 2014)



Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia fotoprotetora in vitro e in vivo de
um sistema fotoprotetor contendo avobenzona e p-metoxicinamato de octila,

associados ou ndo ao acido rosmarinico.

3.2. Objetivos especificos

Este estudo visou realizar as seguintes etapas:

i) Preparo de formulacgdes fotoprotetoras compostas por p-metoxicinamato de
octila e avobenzona, contendo ou n&o o &cido rosmarinico.

ii) Determinacao da eficacia fotoprotetora in vitro (FPS e comprimento de onda
critico) das formulagBes por espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de
integracao.

iii) Obtencgao do perfil da fotoestabilidade das formulac¢des fotoprotetoras.

iv) Determinacéo do Fator de Protecao Solar (FPS) in vivo das amostras com

melhor desempenho in vitro.



Material e Métodos




4. MATERIAL E METODOS

4.1. Equipamentos, Acessorios e Material

Os equipamentos e aparatos empregados neste estudo estdo descritos no

Quadro 1.

Quadro 1. Equipamentos utilizados neste estudo.

Equipamentos e acessorios

Marca e Modelo

Balanca analitica

Shimadzu® AUY 220

Balanga semi-analitica

Ohaus® ARD 110

(PMMA)

Placa de aquecimento IKA® HS7
Peagametro Quimis® Q400 AS
TermOmetro digital JProlab®
Placas de 25 cm? de polimetilmetacrilato Heliplates®

Espectrofotbmetro de refletancia difusa com

esfera de integracéo

Labsphere® UV 2000S
(programa UV2000®)

Fonte de irradiacdo UV com lampada de

arco de xeno6nio de 300 W

Multiport® 601
Solar Light® Co. Inc.

As matérias-primas e principios ativos utilizados estdo descritos no Quadro 2.




Quadro 2. Matérias-primas e principios ativos utilizadas neste estudo.
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Matéria-prima Nomenclatura INCI* Fornecedor
Cetearyl Alcohol (and) Dicetyl
Crodafos™ CES Croda®
Phosphate (and) Ceteth-10 Phosphate
Miristato de _
_ _ Isopropyl myristate Merck®
isopropila
p-Metoxicinamato .
. Ethylhexyl methoxycinnamate Basf®
de octila
Avobenzona Butyl methoxydibenzoylmethane Mapric®
Glicerina Glycerin Mapric®
Phenoxyethanol (and) Methylparaben,
Euxyl® K300 Butylparaben (and) Ethylparaben (and) Schiuilke®
Propylparaben (and) Isobutylparaben
Ammonium Acryloyldimethyltaurate/VP _
_ Pharma Special®
Aristoflex® AVC Copolymer
Acido rosmarinico N/A Sigma Aldrich®
Acido citrico Citric Acid 10% Mapric®
Trietanolamina Triethanolamine Merck®
Agua purificada Aqua N/A
Etanol Ethanol P.A. Sigma Aldrich®

* Nomenclatura conforme INC - Internacional nomenclature of cosmetics ingredients (Nomenclatura

Internacional de ingredientes cosméticos).

4.2. Preparacao das formulac¢des fotoprotetoras

Foram preparados sistemas emulsionados do tipo O6leo-em-agua (O/A),
contendo o filtro solar UVB p-metoxicinamato de octila e o filtro solar UVA
avobenzona, associados ou ndo ao acido rosmarinico. As amostras com as
combinagdes dos compostos foram definidas por meio do planejamento experimental

do tipo fatorial com 12 formulas, conforme Tabela 1. Os filtros solares foram utilizados
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em suas concentragbes méximas permitidas pela legislacdo vigente (5,0% de
avobenzona e 10,0% de p-metoxicinamato de octila) e foram conciliados com zero,

0,05% e 1,00% do composto bioativo acido rosmarinico (BRASIL, 2006).

Tabela 1. Composicdo quantitativa e qualitativa (% p/p) das formulacdes.

Codigo das formulagGes / Proporgéo % (p/p)

Composicac Funca.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12
Crodafos™ CE Emulsificc 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 4,0
Miristato de

) ) Emolier 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 50 5,0
isopropila

p-Metoxicinam. .
Filtro U\ 100 5,0 100 50 10,0 50 10,0 100 10,0 50 50 5,0

de octila
Avobenzonz Filtro U\ 5,0 50 2,5 2,5 50 5,0 5,0 2,5 5,0 5,0 25 25
o Compos
Acido rosmarin o - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 - 0,05 - - 0,05
Bioativ
Glicerina Umectar 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Phenoxyethan
Methylparabe
Butylparaber
Ethylparaber Conserve 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Propylparabe
and
Isobutylparabe
. Polime
Avristoflex® AV 10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
emulsifice
Etanol Solven 5,0 50 5,0 5,0 50 5,0 5,0 50 50 5,0 5,0 50
Agua purificac Veicul * * * * * * * * * * * *

*Quantidade suficiente para 100%; (-) ausente na formulagao

As matérias-primas foram pesadas em quantidades equivalentes de % (p/p)
para 20,00 g de formulacéo, utilizando balanga semi-analitica. Para manipular as
formulacdes fotoprotetoras, as matérias-primas foram separadas em duas fases:

aquosa e oleosa.
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Os filtros UV e o Crodafos™ CES foram misturados com o miristato de
isopropila, compondo a fase oleosa. A dissolugdo do composto bioativo foi realizada
previamente em etanol. O Aristoflex® AVC, polimero com propriedades estabilizantes
utiizado em ampla faixa de valor de pH (BRASIL, 2004; BRASIL, 2012C;
COSMETICS EUROPE, 1997), foi misturado com a glicerina e o sistema conservante
em agua a 60°C, formando a fase aquosa. Em seguida, incorporou-se o composto
bioativo em solugéo. A fase oleosa foi aquecida até 55°C e, entdo, as amostras foram
armazenadas para que a fase oleosa obtivesse temperatura até 35°C e a fase aquosa
até 40°C. Na sequéncia, a fase oleosa foi adicionada na fase aquosa para a obtencéo
da emulséo.

Todas as formula¢cbes geraram, no momento do preparo, valor de pH acido,
préximo de 3,0. Um dos fatores para essa resposta € a utilizacao da cera emulsificante
ter em sua composi¢do acidos graxos. O valor de pH das formulacdes foi ajustado
para o intervalo entre 5,0-6,0; com trietanolamina e &cido citrico, & temperatura
ambiente (24,0 = 2,0°C).

As amostras foram armazenadas em embalagens de vidro transparente com
tampa tipo rosca, a temperatura ambiente. Apés 48 horas, foram observadas as

caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor).

4.3. Caracterizacéao fisico-quimica

O eletrodo do peagametro foi imerso diretamente nas formulacdes
fotoprotetoras, a temperatura ambiente, para estabelecimento do valor de pH, em

réplicas de trés (VELASCO et al., 2012).
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4.4. Eficécia fotoprotetora in vitro e fotoestabilidade

A eficacia fotoprotetora in vitro das formulacdes foi determinada por meio da
espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracdo (Labsphere®
UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer). Para a analise do fator de protecao
solar (FPS) e do comprimento de onda critico (nm), aliquotas de formulac¢des foram
pesadas e aplicadas na forma de filme fino (1,3 mg/cm?) em movimentos circulares
sobre o substrato de polimetiimetacrilato (placas de 25 cm? de PMMA, HDS6,
Heliplates®), em triplicata. Apds secagem de 30 minutos, as placas foram submetidas
a leitura espectrofotométrica, considerando uma placa de PMMA contendo glicerina
como branco. Foram realizadas nove leituras por placa. Os resultados de
transmitancia das amostras fotoprotetoras foram analisados em intervalo de
comprimento de onda de 290 a 400 nm. Os valores foram convertidos e estimados
como FPS e comprimento de onda critico (nm) por meio do programa UV2000S®
(VELASCO et al., 2008b, 2008a; GRAZIOLA et al., 2016; PERES et al.,, 2016;
SARRUF et al., 2019).

A determinacao da fotoestabilidade permite avaliar possiveis degradac¢des que
os filtros UV e demais principios ativos, presentes no produto, possam sofrer quando
expostos a radiagdo UV (BRASIL, 2012; UNITED STATES, 2011). ApGs a obtengéo
dos parametros de eficicia das amostras no ensaio da atividade fotoprotetora in vitro,
as mesmas placas de PMMA, contendo as amostras, foram irradiadas por 30 minutos,
60 minutos e 120 minutos com o simulador de irradiacdo UV (CPS+ Atlas Suntest®)
equipado com lampada de xen6nio, com irradiancia a 580 W/m, correspondente a
irradiancia de 55 W/m no UV e temperatura de 35 °C (DIFFEY et al., 2000). Apos

irradiacdo, calcularam-se o FPS e comprimento de onda critico, os quais foram
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comparados com aqueles da pré-irradiacdo. As andlises foram realizadas em triplicata

(DE OLIVEIRA et al., 2015; ROSADO et al., 2019).

4.5. Ensaio in vivo — Fator de Protecao Solar (FPS)

As formulacdes fotoprotetoras com melhor desempenho no teste de eficicia
fotoprotetora in vitro foram submetidas ao estudo de FPS in vivo. O ensaio foi
realizado pelo Instituto de Pesquisa Clinica Integrada Ltda. (IPclin), Jundiai-SP, Brasil,
por meio do protocolo da norma ISO 24444:2010 — Cosmetics Sun Protection Test
Methods — In vivo determination of the sun protection factor (SPF). O presente ensaio
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sob o parecer N° 2020.2190,
em fungéo da realizagdo dos ensaios in vivo. Este estudo foi realizado em acordo com
a Legislagcdo Brasileira vigente e com a Declaracdo de Helsinki. Para cada
participante que manifestou interesse em compor parte desta pesquisa, foram
fornecidas as informacfes e os esclarecimentos necessarios referentes ao ensaio.
Ap0s os esclarecimentos, forneceu o seu consentimento por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), mantendo-se o anonimato do
participante e garantindo a sua saida do estudo, voluntariamente, a qualquer
momento durante a pesquisa (BRASIL, 2012).

Foram selecionados 10 participantes de acordo com os termos de exclusao e
inclusdo estabelecidos pelo Centro de Pesquisa e protocolo utilizado, que
apresentaram idade entre 20 e 50 anos, fototipos Il a Ill e sexo feminino. Os
participantes tinham, como restricdo, ndo realizar tratamentos estéticos e/ou

dermatolégicos durante o estudo e ndo fazer uso de medicagbes, como anti-
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inflamatdrios, anti-histaminicos, imunossupressores, vitamina A acida e derivados
(ROSADO et al., 2019).

A DEM é considerada como a quantidade de energia radiante necesséria para
produzir a menor perceptivel e indubitavel vermelhidédo, avaliada de 16 a 24 horas
apos a exposicao. A DEM de cada participante foi determinada por uma sequéncia
de exposicdo a luz UV, com intensidade (DEM/minuto) aumentada em progressao
geomeétrica, sendo cada exposicdo graduada com aumento de 12% em relacdo a
anterior (1,12n). ApGs 16-24 horas da irradiacéo foi feito o exame dermatoldgico local
para verificagdo dos pontos com aparecimento de eritema (Cosmetics Sun protection
test methods — In vivo determination of sunscreen 1ISO 24442:2010).

No dorso (regido infraescapular) de cada participante foram demarcados sitios
com auxilio de caneta cirtirgica na forma de retangulos de 5,0 x 7,0 cm (35 cm?). Os
sitios foram limpos com algoddo seco. Nos sitios demarcados foram aplicados 2,0
mg/cm? das amostras em avaliacdo ou do Produto Padrdo, espalhando-os
homogeneamente. Apds a aplicacdo, os participantes aguardaram 15 minutos para a
secagem. Na sequéncia, foi feita a irradiacédo do sitio, considerando o tempo definido
da DEM individual e o FPS esperado do produto. Entre 16-24 horas ap0s a irradiacéo,
foi realizado o exame dermatoldgico local para a determinacdo do FPS. O valor do

FPS foi calculado pela Equacéo 1.

Fps = DEM da pele protegida
DEM da pele desprotegida

Equacédo 1. Equacao para célculo do fator de prote¢éo solar.

DEM = dose eritematégena minima.
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Para cada participante foi calculado o valor do FPS in vivo. Para o painel de
participantes foi calculado o FPS médio, o desvio padrao e o limite inferior do intervalo
de confianca 95% (Cosmetics Sun protection test methods — In vivo determination of

sunscreen ISO 24442:2010).

4.6. Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo programa Minitab® versdo 19. As analises
foram realizadas em triplicata, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os

resultados foram analisados em ANOVA, por regressao e teste de Tukey.



Resultados e Discussdo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fotoprotetores sdo, essencialmente, utilizados para a prevencado do
desenvolvimento de eritemas provocados pela radiacdo solar. Em tais preparacoes,
0 emprego de substancias de origem natural tem sido foco de estudos diversos
descritos na literatura especializada, sendo ndo apenas justificada pela tendéncia
mundial de uso de compostos obtidos da natureza, como, também, por esses
ingredientes bioativos apreciarem eficacia e presumivel seguranca, minimo impacto
ambiental e sustentabilidade, e funcdes bioldgicas diversas (VELASCO et al., 2008b).

As formulacdes dos protetores solares sdo desenvolvidas com o objetivo de
entregar, na superficie cutanea, os beneficios relacionados com o conjunto de
principios ativos veiculados no produto, ademais de outras atribui¢des, relacionadas
com a composicao do veiculo propriamente dito, a saber: emoliéncia, hidratacao,
substantividade a pele e minima ou auséncia de migracédo do filme da preparacao
para vestimentas, entre outas. Considerando tais particularidades, as emulsdes séo
formas farmacéuticas adequadas para o desenvolvimento de fotoprotetores
(TANNER et al., 2006; VELASCO et al., 2008b).

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do acido rosmarinico, bem como sua
interacdo com os filtros avobenzona e p-metoxicinamato de octila, em formulacdes
multifuncionais. Foi realizado delineamento experimental (DoE) do tipo fatorial para o
desenvolvimento de 12 amostras (F1 a F12) em veiculo emulsionado O/A, sendo a
totalidade das formula¢des consideradas macroscopicamente estaveis, com valor de
pH compativel com o da pele e caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor)

adequadas (TANNER et al, 2006).
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Os estudos sobre fotoprotecdo bioativa multifuncional consideram que a
preparacdo desempenha fungdes aditivas da protecéo solar, como, por exemplo, a
acdo antioxidante. Dentre os beneficios esperados, pode-se ressaltar o sinergismo
entre o composto bioativo e os filtros solares tradicionais. Por esse cenério, a
utilizacdo do DoE foi relevante para auxiliar na avaliacao e selecéo das combinagdes
de melhor resultado, envolvendo o acido rosmarinico e os filtros UV (TANNER et al,
2006; MOROCHO-JACOME et al., 2020).

As formulagBes fotoprotetoras foram analisadas visualmente 48 horas apés
sua preparagcdo, com o intuito de verificar as caracteristicas organolépticas e
possiveis sinais de instabilidade. As amostras, independentemente do acréscimo do
acido rosmarinico e da concentracdo dos filtros, desenvolveram coloracdo branca,
aspecto homogéneo, consisténcia aparentemente elevada e odor caracteristico.
Macroscopicamente, as amostras ndo apresentaram diferenca quanto ao aspecto. A
consisténcia da formulagcdo, com aspecto de creme, foi esperada, em funcdo da
concentracéo de Aristoflex® AVC (1,0% p/p) e de Crodafos™ CES (4,0% p/p). O
intervalo de valor de pH das amostras, ap0s ajuste com trietanolamina e/ou acido
citrico, foi entre 5,2 a 5,9. Tal intervalo de valor de pH foi definido com o intuito de
obter um meio proximo ao valor de pH da pele (4,6 — 5,8) para contribuir com a
manutencao da fisiologia da superficie cutanea e estabilidade dos componentes das
amostras (LEONARDI et al., 2002). Os valores de pH das formula¢des estédo descritos

na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de FPS in vitro e pH das amostras fotoprotetoras (n=3).

Formulagdes Valor de FPS Valor de pH
F1 12,00 + 1,73 8¢ 5,67
F2 8,34 + 0,58 P 5,90
F3 15,67 + 3,518 5,95
F4 4,00 £1,00F 5,81
F5 17,33 £ 0,584 5,68
F6 9,00 + 2,00 ©PE 5,62
F7 9,67 + 0,58 P 5,24
F8 11,67 + 1,53 8¢ 5,92
F9 11,67 + 0,58 B¢ 5,38
F10 8,00 + 1,53 €PE 5,95
F11 5,00 £ 0,00E 5,87
F12 6,00 + 0,58 PE 5,96

*As formulagSes, em funcdo do valor do fator de protecdo solar (FPS), que ndo compartilham uma
letra, s@o diferentes.

A eficacia fotoprotetora in vitro foi determinada por espectrofotometria de
refletancia difusa com esfera de integracdo. Os valores de transmitancia no intervalo
de comprimento de onda UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm) foram convertidos
pelo programa acoplado ao equipamento, resultando nos valores de FPS e

comprimento de onda critico (nm), conforme Tabelas 2 e 3.
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Tabela 3: Valores de comprimento de onda critico (hm) das amostras fotoprotetoras (n=3).

FormulacBes* | Valores de comprimento de onda (nm)
F18¢ 382,67 + 0,58
F2AB 383,67 + 0,58
F3F 379,34 + 0,58
F4PE 381,00 + 0,00
F5cD 381,67 +0,58
Fe6c 382,34 + 0,58
F7¢ 382,34 + 0,58
F8EF 380,00 + 0,00
FoF 379,34 + 0,578
F104 384,00 + 0,00

F11¢P 382,00 + 0,00
F12PE 381,00 + 0,00

*As formula¢des que ndo compartilham uma letra, séo diferentes.

A eficécia fotoprotetora pode ser obtida por meio de técnicas in vitro ou in vivo
(VELASCO et al.,, 2011). Segundo a Legislacdo Brasileira, as formulacbes sao
classificadas como fotoprotetoras quando apresentam valor de FPS acima de 6,
FPUVA (protecdo UVA) com valor correspondente a 1/3 do valor do FPS e
comprimento de onda critico acima de 370 nm (BRASIL, 2012). Pelo exposto, dentre
as formulacdes, definidas no planejamento experimental do tipo fatorial, constatou-se
gue somente as F4 e F11 ndo desenvolveram eficacia adequada, com FPS igual a

4,00 + 1,00 e 5 £ 0,00; respectivamente.
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As amostras F3 e F5, ambas contendo 0,10% (p/p) do &cido rosmarinico, foram
as que apresentaram valores superiores de FPS, 15,67 + 3,51 e 17,33 + 0,58;
respectivamente. No entanto, ndo se diferiram entre si. Observou-se que a reducao
na concentragcdo da avobenzona em F3 n&o resultou em perda significativa de
protecdo anti-UVB. Tal perfil de resposta poderia ser considerado vantajosa, pois
houve manutencéo da eficacia com menor concentracéo de filtro UV. Assim, verificou-
se que o composto bioativo exerceu interagdo mais pronunciada com o p-
metoxicinamato de octila, potencializando o FPS. Segundo (YANG et al., 2008), a
avobenzona possui um pico de absor¢cdo em 360 nm e, segundo (LINARES et al.,
2011), o acido rosmarinico apresenta pico maximo de absor¢cdo entre 290 e 328 nm.
Assim, o composto bioativo contribuiu com a absorcdo da radiacdo no intervalo do
UVB, corroborando com as respostas aqui apresentadas. A considerar os valores do
comprimento de onda critico (90% da curva integral), a totalidade das amostras
desenvolveu valores acima de 370 nm, sugerindo potencial para protecdo de amplo
espectro (VELASCO et al., 2011).

A Figura 6 ilustra o grafico de superficie de resposta das formulacbes
fotoprotetoras para o FPS em fungéo do p-metoxicinamato de octila e da avobenzona,
na totalidade de suas concentra¢gfes, com o &cido rosmarinico em concentragdo igual
a 0,10% (p/p). Nas condicOes descritas, observou-se que a avobenzona a 5,0% (p/p)
apresentou tendéncia para promover o aumento de FPS quando o filtro UVB estava
em sua menor concentracdo. No entanto, quando o p-metoxicinamato de octila foi
empregado em sua concentracdo maior, na presenca de 0,10% (p/p) do acido

rosmarinico, o filtro UVA ndo desempenhou contribuigéo para o FPS.
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Grafico de Superficie de FPS versus AVO; M CO
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Figura 6. Superficie de resposta do fator de protecao solar (FPS), considerando 0,10% (p/p) de acido

rosmarinico nas concentra¢des minimas e maximas dos filtros UV.

Nas Figuras 7 e 8, verificou-se que o desempenho para o FPS das amostras
foi mais proeminente nas concentracdes superiores do p-metoxicinamato de octila
10% (p/p) e do acido rosmarinico 0,10% (p/p). A avobenzona, em ambas as
concentracOes, pareceu nao contribuir para este perfil de resposta, o que sugeriu
maior afinidade do acido rosmarinico com o filtro solar UVB (p-metoxicinamato de

octila) em sua maior concentragao.
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Gréfico de Superficie de FPS versus M CO; Acido Rosm.
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Figura 7. Superficie de resposta do fator de protecéo solar (FPS) , considerando 2,50% (p/p) de

avobenzona nas concentracdes minimas e maximas de acido rosmarinico e do filtro p-metoxicinamato
de octila.

Grafico de Superficie de FPS versus M CO; Acido Rosm.
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Figura 8. Superficie de resposta do fator de protecdo solar (FPS), considerando 5,0% (p/p) de

avobenzona nas concentragdes minimas e maximas do acido rosmarinico e do filtro p-metoxicinamato
de octila.

A Figura 9 ilustra os fatores de relevancia (grafico de Pareto) para reposta da

eficacia fotoprotetora das formulagbes. O p-metoxicinamato de octila foi o fator mais
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acentuado, seguido da avobenzona, da associacao do filtro UVB com o filtro UVA e,
por fim, da associacdo do p-metoxicinamato de octila com acido rosmarinico. O
composto bioativo isolado néo foi identificado como fator de relevancia para o FPS,
no entanto, possuiu interacdo positiva com o p-metoxicinamato de octila para este
parametro da eficacia fotoprotetora. Os graficos de superficie de resposta

corroboraram com este fendmeno, ilustrado no gréafico de Pareto (Figura 9).

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é FPS; a = 0,15)

Termao 1'437
L Preditor Mome
A Acido Rosm.
E B M CO
C AVD
C
BC
AB
1
1
A |
1
1
!
[} 1 2 3 4 5 (5} r

Efeitos Padronizados
Figura 9. Fatores relevantes para a resposta da eficacia fotoprotetora das formulagdes. A: acido
rosmarinico; B: p-metoxicinamato de octila; C: avobenzona

Em funcéo dos perfis dos resultados da eficacia in vitro, as amostras de melhor
desempenho foram as F3 e F5, contendo 0,10% (p/p) do &cido rosmarinico, 10,0%
(p/p) do filtro UVB p-metoxicinamato de octila, 2,5% (p/p) e 5,0% (p/p) de avobenzona,
respectivamente. Tais formulagcdes foram selecionadas para o0 estudo da
fotoestabilidade e determinacao do FPS in vivo, sendo a amostra F1 (10,0% (p/p) do
p-metoxicinamato de octla e 5,0% (p/p) da avobenzona) avaliada

concomitantemente, com a finalidade de comparacéo.
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O ensaio da fotoestabilidade aplicado nas amostras F1, F3 e F5 demonstrou
que o &cido rosmarinico 0,1% (p/p) ndo desempenhou acéo protetora adequada.
Apés 30 minutos de irradiagéo artificial, F1 teve reducéo de 44% no valor do FPS in
vitro, enquanto F3 e F5 obtiveram diminuicdo neste mesmo parametro de 34 e 45%,
respectivamente (Figura 10). Quanto ao comprimento de onda critico, a amostra F3
foi aquela de maior sensibilidade ao ensaio, no entanto, a totalidade das formulagdes
demonstrou reducdo no valor do comprimento de onda critico apds 120 minutos de
irradiacdo (Figura 10). A presenca do acido rosmarinico 0,1% (p/p) poderia ter
contribuido com a fotoestabilidade destes sistemas, considerando que a literatura
especializada aprecia registros de compostos antioxidantes associados a filtros UV
com melhorias no perfil da estabilidade funcional das amostras (MOROCHO-
JACOME et al., 2020), porém, nesta investigacdo, todas as formulacbes

desenvolveram resposta de fotoinstabilidade na condicdo experimental adotada.
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Figura 10. Fator de protecao solar (FPS) in vitro (A) e comprimento de onda critico (nm) (B) antes e
apos irradiacdo artificial. Amostras que compartilham mesma letra sdo estatisticamente iguais (p <
0.05). Sem irradiacéo (t0), 30 minutos (t30), 60 minutos (t60) e 120 minutos (t120) de irradiaco.

As amostras fotoprotetoras, também, foram avaliadas por ensaio in vivo, para
o FPS, resultando em significativo aumento de, pelo menos, 43% para F5, quando

comparada com F1 e F3 (Figura 11), isto €, F5 gerou FPS in vivo igual a 18,7;
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enquanto F1 e F3 obtiveram valores de 13,0 e 10,9; respectivamente. Ressalta-se
gue as amostras F1 e F3 nao diferiram estatisticamente em seus resultados.
Considerando que F3 possuiu a metade da concentracdo de avobenzona, o acido
rosmarinico desempenhou efeito sinérgico com esse filtro UVA, melhorando sua

eficacia.
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Figura 11. Fator de protecdo solar in vivo (n=10 participantes). Amostras que compartilham mesma
letra sdo estatisticamente iguais (p < 0.05).

Segundo (TORRES et al., 2020) o uso de antioxidantes concomitantemente
com filtros UV resultaram em melhorias no valor de FPS, reducéo do eritema induzido
pela radiacdo UVB e diminuicdo da aspereza da superficie cutanea provocada pela
radiacdo UVA. Os mecanismos de agao aceitaveis para a explicacdo do aumento do
desempenho funcional de amostras bioativas multifuncionais, com particular atencao
para aquelas contendo ingredientes ativos antioxidantes, poderiam estar relacionados

com a capacidade dessas moléculas em absorver a radiacdo UV em montante
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consideravel, reduzir ou retardar a resposta inflamatorio resultante da exposi¢éo a
radiacao UV e, também, diminuir o estresse oxidativo (PERES et al., 2018).

Em relacdo ao acido rosmarinico, investigacdo envolvendo sua
administracdo oral demonstrou que este composto foi capaz de diminuir o tempo
necessario para a formacdo de malonaldeido, um biomarcador da peroxidacao
lipidica, e regulacéo positiva da atividade da tirosinase, com consequente estimulo da
formacdo de melanina (SANCHEZ-CAMPILLO et al.,, 2009), portanto, &cido
rosmarinico poderia induzir mecanismos de defensa enddgena, ademais de exercer
acao antirradicalar. O extrato de Plectranthus ecklonii Benth a 10,0% (p/v), rico em
acido rosmarinico, associado com a benzofenona-4 a 6,0% (p/v), induziu incremento
de 19,49% no valor do FPS in vitro da mistura. Ademais, a permeacao cutanea, a
atividade antibacteriana, a inibicdo da acetilcolinesterase e a auséncia de
citotoxicidade estabelecida em cultura de queratindcitos humanos revelaram a
atividade multifuncional do acido rosmarinico, derivado de recursos naturais, para a
producdo de dermocosmeéticos (NICOLAI et al., 2020).

Em suma, em fun¢éo dos resultados dessa investigacao, é permitido sugerir
gue a incorporacdo de compostos naturais com propriedades antioxidantes pode
reduzir a propor¢ao dos filtros UV tradicionais no produto final, com a vantagem de
fornecer demais propriedades funcionais aos dermocosmeéticos. Investigacdes
adicionais de concentracbes mais elevadas de &cido rosmarinico e outras
combinacdes de filtros UV podem agregar mais informacdes de relevancia para o

desenvolvimento de protetores solares bioativos multifuncionais.
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6. CONCLUSOES

Formulacdes fotoprotetoras contento p-metoxicinamato de octila e
avobenzona, associados ou ndo ao &cido rosmarinico, foram preparadas como
emulsées O/A, com valores de pH compativeis com o da pele.

As amostras de melhor desempenho quanto a eficacia in vitro foram as F3 e
F5, contendo 0,10% (p/p) do acido rosmarinico; 10,0% (p/p) do filtro UVB p-
metoxicinamato de octila; 2,5% (p/p) e 5,0% (p/p) de avobenzona, respectivamente.
Nesta investigagéo, as amostras F1, F3 e F5 desenvolveram perfil de fotoinstabilidade
na condi¢ao experimental adotada.

O &cido rosmarinico 0,10% (p/p) demonstrou capacidade para elevar o valor de
FPS in vivo da amostra F5 (10,0% (p/p) p-metoxicinamato de octila e 5,0% (p/p) de
avobenzona) em mais de 43%, em comparagdo com as demais amostras, com

constatado efeito sinérgico com o filtro UVA.
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